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1. Einleitung 
Die sinkende Organspendebereitschaft in der Bevölkerung führt trotz des im Jahre 1997 
eingeführten deutschen Transplantationsgesetzes zu einer zunehmenden Diskrepanz 
zwischen Angebot und Bedarf an Organen. Die bereits routinemäßig durchführbaren 
Transplantationen von Herz, Leber, Niere, Lunge und Pankreasgewebe kommen daher 
nur einer geringen Anzahl von Patienten zugute. Außerdem limitieren 
Abstoßungsreaktionen die Erfolgsraten der durchgeführten Organtransplantationen. 
Neben parenchymatösen Organen besteht auch ein Mangel an Geweben wie Knochen 
oder Haut, die bei Patienten mit schwerem Polytrauma bzw. Verbrennungsopfern nicht 
mehr zu einer physiologischen Regeneration fähig sind. Alternativen zur klassischen 
Transplantationsmedizin bietet das tissue engineering, bei dem ex vivo Gewebe- und 
Organverbände hergestellt werden. Unter diesem Aspekt können Stammzellen aufgrund 
ihrer hervorragenden Proliferationsaktivität und Plastizität eine wichtige Stellung im 
Rahmen zelltherapeutischer Strategien einnehmen. Die Stammzellforschung mit dem 
langfristigen Ziel von Organ- und Gewebezüchtungen zur Unterstützung von 
Heilungsprozessen, zur Regeneration sowie zum Ersatz zerstörten Gewebes stellt 
aktuell eines der attraktivsten und anspruchvollsten medizinischen Forschungsgebiete 
dar. Eine Aufgabe des tissue engineering besteht darin, die in vivo Bedingungen zu 
verstehen, unter denen die Zellen wachsen, sich differenzieren und dreidimensionale 
Strukturen bilden, um sie in vitro auf geeigneten Biomaterialien nachbilden zu können. 
 
1.1 Stammzellen 
Als Stammzellen werden alle nicht spezialisierten Zellen bezeichnet, die eine 
unbegrenzte Selbsterneuerungsrate aufweisen und unter bestimmten Stimuli in 
verschiedene, reife und spezialisierte Zelltypen des Organismus differenzieren. Allein 
die Zygote bis zum 8-Zell-Stadium ist totipotent, d.h. aus ihr geht sowohl embryonales 
als auch extraembryonales Gewebe hervor. Innerhalb der Gewebe liegen die 
Stammzellen in sog. Nischen, die ein spezielles Mikromilieu aus extrazellulären Matrix-
Komponenten und löslichen Faktoren zur Regulation von Proliferation und 
Differenzierung bereitstellen (Blanpain et al. 2004). Eine Kombination aus intrinsischen 
Faktoren der Stammzellen und dem Mikromilieu ihrer Umgebung bestimmen ihre 
Eigenschaften und ihr Potential. Die genaue Identifizierung der Interaktion zwischen 
Stammzellen und ihrer Umgebung ermöglicht eine Steigerung des ex vivo Potentials der 
Zellen. 
______________________________________________________________Einleitung 
 
2 
1.1.1 Embryonale Stammzellen  
Embryonale Stammzellen werden von der inneren Zellmasse (Embryoblast) im 
Blastocysten-Stadium eines fünf Tage alten Embryos entnommen. Sie besitzen eine 
uneingeschränkte Selbsterneuerungskapazität und können sich als pluripotente 
Stammzellen in Zellen aller drei embryonalen Keimblätter differenzieren (Thomson et 
al. 1998, Reubinoff et al. 2000, Itskovitz-Eldor et al. 2000).  
Nach ihrer Isolation werden die ESCs zur Proliferation mit embryonalen Fibroblasten 
der Maus (feeder-Zellen) kokultiviert. Durch die Entfernung dieser feeder-Zellen bilden 
die ESCs Aggregate aus undifferenzierten Zellen und spontan differenzierten Zellen 
aller drei Keimblätter, die sog. embryoid bodies, die frühen Postimplantations-
Embryonen ähneln (Odorico et al. 2001).  
Bisher verhindert die heterogene Natur der embryonalen Stammzellen, die weder eine 
Differenzierung der Zellen in nur einen speziellen Zelltyp erlaubt noch ein 
reproduzierbares Differenzierungsverhalten unter identischen Kultivierungs-
bedingungen möglich macht, ihren Einsatz in zelltherapeutischen Transplantationen 
(Schuldiner et al. 2000; Shamblott et al. 2001).  
Ein Vorteil embryonaler gegenüber adulten Stammzellen ist ihr breiteres 
Differenzierungsspektrum und ihr auf einer hohen Telomeraseaktivität basierendes 
(Thomson et al. 1998), unbegrenztes in vitro Proliferationspotential, das eine 
Langzeitkultivierung ermöglicht. Ein Nachteil besteht jedoch in der Gefahr der 
Teratom- oder sogar Teratokarzinombildung bei Injektion undifferenzierter ESCs 
(Reubinoff et al. 2000; Thomson et al. 1998). Ein weiteres Problem liegt in einer 
möglichen immunologischen Abstoßungsreaktion des Empfängers auf die MHC-
Klasse-I-Antigene der differenzierten, embryonalen Spenderzellen, die eine lebenslange 
Immunsuppression notwendig machen würde. Erste Ansätze zur Lösung dieses 
Problems basieren auf Genmanipulation der embryonalen Stammzellen zur Expression 
des Empfänger MHC-I-Antigens (Westphal et Leder 1997; Hardy et Malissen 1998) 
oder auf Kerntransferstrategien, um für die Transplantation zu den Empfängerzellen 
genetisch identische Zellen herzustellen (First et Thomson 1998). 
Nicht zu vergessen ist auch die ethische Problematik, die mit der Verwendung 
embryonaler Stammzellen verbunden ist. Die Diskussionen um die Legitimität der ESC-
Forschung verschärfen sich vor dem Hintergrund aktueller Studien über die bisher 
unterschätzte Plastiziät adulter Stammzellen. 
 
 
______________________________________________________________Einleitung 
 
3 
1.1.2 Adulte Stammzellen 
Adulte Stammzellen sind zur Selbsterneuerung und Differenzierung in spezialisierte 
Zelltypen fähig und in sämtlichen Organen des Menschen präsent. Sie können in die 
Zellen des Gewebes differenzieren, aus dem sie entstammen und dienen so zum einen 
dazu, einen Gewebeschaden durch Proliferations- und Differenzierungsprozesse zu 
reparieren und zum anderen, ein physiologisches Gleichgewicht (Homöostase) 
zwischen Zelluntergang und -erneuerung herzustellen (Leblond 1964). 
Die Restriktion der Stammzelldifferenzierung entlang einer Zelllinie in vivo hat 
vermutlich den Zweck, eine unkontrollierte Gewebebildung zu verhindern. 
In den letzten Jahren ist jedoch die eventuelle Fähigkeit von adulten Stammzellen, in 
Zellen eines anderen spezialisierten Gewebetyps zu transdifferenzieren, zunehmend in 
den Fokus des wissenschaftlichen Interesses getreten. Allerdings basieren die Daten 
zum Nachweis der Plastizität der Zellen bisher zumeist nur auf immunhistochemischen 
und morphologischen Zellveränderungen. Die Funktionalität der Zellen ist dadurch 
jedoch nicht automatisch gegeben und bewiesen (Grove et al. 2004). 
Wäre im Labor eine kontrollierte Differenzierung der adulten Stammzellen möglich, 
könnten sie in Zukunft die Grundlage zellbasierter Transplantationstherapien darstellen 
mit den beiden entscheidenden Vorteilen gegenüber embryonalen Stammzellen, keine 
Immunreaktion beim Empfänger auszulösen und ohne ethische Bedenken einsetzbar zu 
sein. 
 
1.1.2.1 Mesenchymale Stammzellen 
Alle Binde- und Stützgewebe des menschlichen Organismus entwickeln sich aus dem 
embryonalen Bindegewebe, dem sog. Mesenchym, das mesodermalen, aber auch 
entodermalen und neuroektodermalen Ursprungs ist. Dieses besteht aus 
undifferenzierten, teilungsaktiven Zellen, die in einer viskösen Extrazellulärmatrix aus 
Hyaluronan und Kollagenfibrillen eingelagert sind und mit ihren Fortsätzen 
dreidimensionale Netze bilden. Interessanterweise weist das frühe Mesoderm, aus dem 
das Mesenchym hervorgeht, eine primär epitheliale Organisation auf (Lüllmann-Rauch 
2006, Sobotta et Welsch 2006). 
Einer der frühesten Beweise zur Existenz von MSCs wurde durch die Pionierarbeit von 
Friedenstein et al. (1968) vor ungefähr 40 Jahren erbracht. Der Begriff „mesenchymale 
Stammzelle“ wurde jedoch erst in der 90er Jahren durch Caplan populär (Caplan 1991). 
Mesenchymale Stammzellen können aus Knochenmark oder anderen mesenchymalen 
Geweben wie trabekulärem Knochen (Nöth et al. 2002), Fettgewebe (Zuk et al. 2001), 
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Synovia (De Bari et al. 2001), Skelettmuskel (Williams et al. 1999), Lunge 
(Campagnoli et al. 2001), Zahnpulpa (Gronthos et al. 2000) und der Whartonschen 
Sülze aus der Nabelschnur (Erices et al. 2000; Sarugaser et al. 2005) isoliert werden. 
Am besten untersucht sind jedoch die hMSCs des Knochenmarks.  
 
1.1.2.1.1 Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark 
Friedenstein und seine Mitarbeiter (1968) zeigten die Adhärenz der mesenchymalen 
Zellfraktion aus dem Knochenmark an Zellkulturplatten - eine Eigenschaft, die sie von 
HSCs unterscheidet - und ihre Differenzierbarkeit in vivo und in vitro in Osteoblasten, 
Adipozyten und Chondrozyten. Eine spontane Differenzierung während der 
Kultivierung ist bisher nicht beschrieben. Jedoch tritt ab Passage fünf ein Verlust der 
Differenzierbarkeit ein (Pittenger et al. 1999). Unter dem Licht-/ 
Phasenkontrastmikroskop imponieren diese Zellen durch einen Fibroblasten-ähnlichen 
Phänotyp (Castro-Malaspina et al. 1980; Friedenstein et al. 1976).  
Ein einzelner Zellmarker zur Identifizierung von in vivo MSCs konnte noch nicht 
nachgewiesen werden (Rosenbaum et al. 2008). Die Tatsache, dass MSCs 
Eigenschaften von Endothel-, Epithel- und Muskelzellen aufweisen (Minguell et al. 
2001) und ein variables Profil an Zelloberflächenantigenen exprimieren (Vogel et al. 
2003; Simmons et Torok-Storb 1991; Jiang et al. 2002), erschwert die Suche nach 
einem Universalmarker. Daher ist bislang eine Immunphänotypisierung nur durch eine 
Kombination von Oberflächenmarkern wie SH2, SH3, CD29, CD44, CD71, CD90, 
CD106, CD120a, CD124 und gleichzeitige Negativität für die hämatopoetischen 
Marker CD14, CD34 und CD45 möglich (Pittenger et al. 1999). 
Neben ihrer wichtigen Aufgabe der Regeneration mesenchymaler Gewebe in vivo lässt 
die Produktion zahlreicher Zytokine und Wachstumsfaktoren wie die Interleukine IL-1, 
IL-6, IL-7, IL-8, LIF (leukemia inhibitory factor), SCF (stem cell factor), GM-CSF 
(granulocyte macrophage colony-stimulating factor) (Majumdar et al. 1998; 
Haynesworth et al. 1996) und Adhäsionsmoleküle wie die α-1-5 Integrine und β-1, -3, -
4 Integrine, ICAM-1 und -2 (inter-cellular adhesion molecule), VCAM-1 (vascular cell 
adhesion molecule), Endoglin, LFA-3 (leukocyte function antigen) (Pittenger et al. 
1999; Conget et Minguell 1999; Bruder et al. 1998b) Rückschlüsse auf eine weitere 
Funktion der hMSC zu. Sie sind zum einen an der Entwicklung von HSC-
Progenitorzellen und anderer nichtmesenchymaler Stromazellen beteiligt (Majumdar et 
al. 1998; Klein 1995; Reese et al. 1999; Cheng et al. 2000). Zum anderen modulieren 
die externen Signalmoleküle die autonomen zelleigenen Faktoren zur Kontrolle 
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asymmetrischer Zellteilung und Genexpression. Durch zusätzliche Produktion 
extrazellulärer Matrixmoleküle wie Kollagen I, II, IV, V, VI, Fibronektin und Laminin 
(Conget et Minguell 1999; Prockop 1997; Chichester et al. 1993) schaffen sie ein 
Mikromilieu für die Stammzellen und bilden mit den restlichen zellulären 
Komponenten des Stromas die Stammzell-Nische. Die molekulare und zelluläre 
Analyse dieser Nische wird zum besseren Verständnis der Entwicklung mesenchymaler 
Vorläuferzellen beitragen und damit Einfluss auf ihren klinischen Einsatz haben. 
Die hMSC stellen eine sehr heterogene Zellpopulation dar. So zeigen sie in Kultur ein 
hohes (Colter et al. 2000), jedoch sehr variables Expansionspotential, das abhängig von 
hinzugefügten Wachstumsfaktoren (Bianchi et al. 2003), ausgesäter Zelldichte (Colter 
et al. 2000), Art der Isolation (Bruder et al. 1997) sowie Alter des Spenders (Digirolamo 
et al. 1999) ist. Trotz ihres insgesamt hohen Expansionspotentials, das laut Bruder et al. 
(1997) bei 35 Populationsverdopplungen in vitro liegt, behalten sie einen normalen 
Karyotyp und Telomeraseaktivität (Pittenger et al. 1999). Ebenso präsentieren sich die 
hMSC bezüglich ihres Differenzierungspotentials als sehr heterogen (Muraglia et al. 
2000). Eine mögliche Erklärung dieser Heterogenität bietet ein Modell, das neben 
mesenchymalen Stammzellen auch die Anwesenheit unterschiedlich differenzierter, 
mesenchymaler Vorläuferzellen im Knochenmark propagiert. Die MSC-Zellkolonien 
bestehen demnach überwiegend aus einer Zellpopulation großer, granulärer Zellen 
(mMSC=mature) und in geringerem Umfang aus einer Population kleiner, agranulärer, 
schnell replizierender Zellen (RS-Zellen=recycling) (Colter et al. 2000). Über vier bis 
fünf Passagen hinweg bleiben die Kulturen bei einer niedrigen Zelldichte relativ reich 
an RS-Zellen. Werden die Zellen jedoch konfluent oder über die Hayflick Grenze von 
50 Zellteilungen weiter kultiviert, dominieren die größeren und reiferen Zellen, die ihre 
Proliferation langsam einstellen (Bruder et al. 1997; Digirolamo et al. 1999). 
Dieses Konzept wird unterstützt durch die Forschungsergebnisse von Muraglia et al. 
(2000), nach denen nur 1/3 der hMSC pluripotent sind, d.h. sich osteogen, adipogen und 
chondrogen differenzieren können. Die restlichen Zellen spezialisieren sich nur bi- 
(osteogen, chondrogen) oder unidirektional (osteogen). 
Zellzyklusstudien zeigen, dass sich nur eine kleine Zellfraktion von 10% der hMSC in 
der S-, G2- und M-Phase befindet und somit der Großteil der Zellen in der G0/G1-Phase 
(Conget et Minguell 1999), was ein hohes Differenzierungspotential der hMSC 
suggeriert. Sie können nach Protokollen von Pittenger et al. (1999) in drei typischen 
Differenzierungswegen Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten bilden. Neben 
diesen mesenchymalen Phänotypen ist in neuerer Zeit auch eine mögliche keimblatt-
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überschreitende Spezialisierung in Zellen aller drei Keimblätter postuliert worden: 
Myozyten (Wakitani et al. 1995; Ferrari et al. 1998; Galmiche et al. 1993), 
Kardiomyozyten (Fukuda 2001), Nervengewebe in vitro (Sanchez-Ramos et al. 2000; 
Woodbury et al. 2000) und in vivo (Kopen et al. 1999; Zhao et al. 2002), epidermale 
Zellen (Nakagawa et al. 2005; Fu X et al. 2006), Endothelzellen (Reyes et al. 2002) 
sowie Sehnengewebe (Young et al. 1998; Awad et al. 1999) und Hämatopoese 
unterstützendes Stroma (Majumdar et al. 1998; Dennis et al. 1999; Kuznetsov et al. 
1997).  
Diese Fähigkeit der Plastizität zeigt das große Potential mesenchymaler Stammzellen 
und erklärt die Hoffnungen der Forscher, die mit ihnen als Quelle für zukünftige, 
zelltherapeutische Strategien zur Behandlung von Krankheiten wie Osteogenesis 
imperfecta, Osteoporose, Osteoarthrose, Muskeldystrophie oder Chondromalazie 
verbunden sind (Minguell et al. 2001). 
Erfolgversprechend sind tierexperimentelle Transplantationsstudien, in denen MSCs in 
vitro in verschiedene Zellen mesenchymalen Ursprungs wie Bandscheibenknorpel 
(Crevensten et al. 2004), Knochen (Chamberlain et al. 2004; Arinzeh et al. 2003), 
Kardiomyozyten (Grinnemo et al. 2004) und Gelenkknorpel (Barry 2003) differenziert 
wurden und so beschädigtes Gewebe reparieren und in seiner Funktion wieder 
herstellen konnten. 
Neben einem breiten therapeutischen Anwendungsspektrum mesenchymaler 
Stammzellen ist weiterhin ihre fehlende Tumorgenität sowie autologe 
Transplantierbarkeit von Vorteil, die jegliche Immunreaktionen verhindert.  
MSCs sind im Gegensatz zu ESCs durch fehlende Telomeraseaktivität und damit 
begrenzte in vitro Proliferationskapazität sowie durch Verlust des Differenzierungs-
potentials bei Langzeitkultivierung gekennzeichnet (Zimmermann et al. 2003). 
 
1.1.2.1.2 Mesenchymale Stammzellen aus der Whartonschen Sülze der 
Nabelschnur 
Die Verfügbarkeit von BM-hMSC ist bekannterweise limitiert und nimmt v.a. im 
höheren Alter, in dem Frakturen und Knochendefekte zunehmen und somit der Bedarf 
an Stammzellen steigt, weiter kontinuierlich ab. So liegt der Anteil mesenchymaler 
Stammzellen beim Neugeborenen bei 1/104, während er bei einer 80-Jährigen auf 
1/2x106 sinkt (Fibbe 2002). Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll, andere 
Stammzellquellen zu suchen und zu analysieren. Die Whartonsche Sülze der 
Nabelschnur stellt eine mögliche Alternative dar.  
______________________________________________________________Einleitung 
 
7 
1.1.2.1.2.1 Aufbau der Nabelschnur 
Die Nabelschnur stellt als Verbindung zwischen Fetus und Plazenta den Gas- und 
Stoffaustausch zwischen mütterlichem und kindlichem Blutkreislauf sicher. Sie entsteht 
zwischen dem 28. und 40. Tag der Schwangerschaft durch Fusion des Haftstiels mit der 
Amnionmembran (Nanaev et al. 1997). 
Die äußere Schicht Epithelzellen, welche die Nabelschnur bedeckt, leitet sich vom 
Amnionepithel ab. Die Nabelschnurgefäße sowie das umgebende Mesenchym, in dem 
die Gefäße eingebettet sind, leiten sich von extraembryonalen Mesoderm ab (Troyer et 
Weiss 2008). Dieses spezielle Bindegewebe, erstmals 1656 von Thomas Wharton 
beschrieben und nach ihm benannt, wird aus Bindegewebszellen und einer amorphen 
Grundsubstanz aus Kollagenfasern und Proteoglykanen, insbesondere Hyaluronsäure, 
gebildet. Ihre vorwiegende Aufgabe besteht im mechanischen Schutz der fetalen Gefäße 
vor Kompression, Torsion oder Abknickung (Nanaev et al. 1997).  
 
1.1.2.1.2.2 Die Zellen der Whartonschen Sülze 
Die Zellen aus der Whartonschen Sülze wurden auf der Grundlage von 
ultrastrukturellen und immunhistochemischen Analysen als Myofibroblasten 
charakterisiert (Takechi et al. 1993).  
Myofibroblaten erfüllen im Körper wichtige Funktionen: Auf der einen Seite 
synthetisieren sie verschiedene Komponenten der EZM wie Kollagen I, III, IV und V 
(Schurch et al. 2006) und nehmen damit an Prozessen des Gewebeumbaus teil. Durch 
Produktion diverser Wachstumsfaktoren und Chemokine tragen sie zur interzellulären 
Kommunikation bei. Auf der anderen Seite weisen sie durch den Einbau von α-SMA in 
die zytoskelettalen Mikrofilamente kontraktile Eigenschaften auf. Aufgrund dieser 
beiden Merkmale spielen sie eine Schlüsselrolle in Wundheilungsprozessen (Hinz 
2007). 
Basierend auf den verschiedenen Differenzierungsstadien der Bindegewebszellen 
innerhalb der Nabelschnur nahmen Nanaev et al. (1997) eine dreigliedrige Einteilung 
des fetalen Organs vor: 
1. subamniotische Zone: Die dort lokalisierten Zellen koexprimieren Vimentin, 
Desmin, α- und γ-SMA, vereinzelt auch sm-Myosin und Zytokeratin. 
2. Whartonsche Sülze: Die Zellen, die zwischen den kollagenfreien Spalten des 
Stromas angeordnet sind, zeigen ein ähnliches Expressionsmuster von Markern 
wie die der subamniotischen Zone, mit Ausnahme der zusätzlichen 
Zytokeratinexpression. Ultrastrukturell entsprechen sie Myofibroblasten mit 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines 
Nabelschnur-Querschnitts (modifiziert nach 
Troyer et Weiss 2008) 
gelapptem Kern, ausgeprägtem rER, intrazellulären Filamenten, Plaques und 
Caveolae. Vergleichbar mit der subamniotischen Zone bilden Kollagen I, III und 
VI die Hauptkomponenten der EZM. Ultrastrukturelle und immunhisto-
chemische Analysen offenbaren Kollagen IV-positive Plaques, die von Kollagen 
I-Fibrillen umgeben sind. Die Produktion der EZM führt zu Gewebe-
Remodelling, welches vermutlich Einfluss auf das Wachstum und die 
Differenzierung der Zellen nimmt.  
3. Gefäßadventitia 
Die Wissenschaftler beschrieben von der äußeren zur inneren Zone hin einen 
zunehmenden Differenzierungs- und einen abnehmenden Proliferationsgrad der Zellen, 
so dass demnach die unreiferen, proliferationsaktiveren Zellen in der äußeren Schicht 
liegen.  
Sowohl die Koexpression des mesenchymalen Markers Vimentin und des myogenen 
Markers Desmin als auch die Existenz von α-SMA unterstützen die Hypothese, dass es 
sich bei den Stromazellen der Nabelschnur um Myofibroblasten handelt.  
Eine andere geläufige Einteilung der Nabelschnur orientiert sich an strukturellen 
(Karahuseyinoglu et al. 2007; Akerman et al. 2002) und funktionellen (Sarugaser et al. 
2005) Aspekten. Von außen nach innen lassen sich die folgenden sechs Zonen 
abgrenzen (Can et Karahuseyinoglu 2007): 
1. Amnionepithel 
2. subamniotisches Stroma 
3. Spalten 
4. intervaskuläres Stroma                                                                                   
(Whartonsche Sülze) 
5. perivaskuläres Stroma 
6. Gefäße 
Karahuseyinoglu et al. (2007) schrieben den Zellen der Whartonschen Sülze ein 
größeres Expansionspotential bei kürzeren Verdopplungszeiten zu als den 
perivaskulären Zellen. Diese Beobachtung geht mit den bereits beschriebenen 
Ergebnissen von Nanaev et al. (1997) konform, welche die proliferationsaktiveren 
Zellen ebenfalls in den äußeren Zonen ansiedeln. 
Ein weiterer interessanter Unterschied zwischen der 4. und 5. Zone besteht nach 
Karahuseyinoglu et al. in der stärkeren Pan-CK-Positivität der Zellen des perivaskulären 
Stromas. Insgesamt gesehen konzentriert sich also die Zytokeratinexpression auf die 
Zellen des subamniotischen und perivaskulären Stromas. Die Expression epidermaler 
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Marker begründet die Annahme eines möglicherweise keimblattüberschreitenden, 
ektodermalen Differenzierungspotentials der mesenchymalen Nabelschnurstammzellen. 
 
1.1.2.1.2.3 Differenzierungspotential der mesenchymalen Stammzellen aus der 
Nabelschnur 
Nach ihrer Identifizierung wurde in zunehmendem Umfang von dem 
Stammzellcharakter der mesenchymalen Stromazellen aus der Nabelschnur berichtet.  
Erste Hinweise auf ihr Potential lieferte die Entdeckung der Expression zweier 
mesenchymaler Stammzellmarker, SH2 und SH3 (Wang et al. 2004). Der nachfolgend 
durchgeführte Versuch einer Differenzierung in Kardiomyozyten war ebenso 
erfolgreich wie eine Differenzierung entlang der osteogenen und adipogenen Zelllinie 
(Wang et al. 2004). Sarugaser und seine Kollegen publizierten ihre gewonnenen 
Erkenntnisse über die Isolation und Morphologie sowie das enorme 
Expansionsverhalten der UC-hMSC. Außerdem entdeckten sie unter den ex vivo 
kultivierten, unstimulierten mesenchymalen Stammzellen eine Subpopulation von 
Zellen mit osteogenem Phänotyp, deren Anteil von Passage 1 zu Passage 2 zunahm 
(Sarugaser et al. 2005). Das spontane Differenzierungsverhalten wurde von Lechner 
bestätigt, welcher die Ausbildung von Clustern kuboidaler Zellen in Form sog. „bone 
nodules“ mit konsekutiver Mineralisierung beschrieb (Lechner et al. 2007). 
Unter osteogenen Kultivierungsbedingungen vervielfachte sich der Anteil osteogener 
Zellen, was das hervorragende osteogene Differenzierungspotential der UC-hMSC 
unterstreicht und ihre Nützlichkeit und klinische Anwendbarkeit in 
Gewebeersatztherapien des Knochens nahe legt.  
Allerdings liegt auch gerade hierin eine Gefahr, nämlich die der Formation heterotopen 
Gewebes nach Zelltransplantation verbunden mit Mineralisierungen und Ossifikationen 
im Empfängergewebe (Luyten et al. 2001).  
Inzwischen konnte von einigen Arbeitsgruppen sogar ein keimblattüberschreitendes 
Differenzierungspotential der perinatalen Stammzellen demonstriert werden. So 
beschrieben Mitchell et al. deren Transformation in Neurone und Gliazellen (Mitchell et 
al. 2003). 
Fu und seine Kollegen bestätigten die in vitro Differenzierung von UC-hMSC in 
dopaminerge Neurone, die sie anschließend in das Striatum von Ratten transplantierten, 
was zur Verbesserung einer artifiziell hervorgerufenen Parkinson-Symptomatik führte 
(Fu YS et al. 2006). Die Stammzellen der Whartonschen Sülze wurden also mehrmals 
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Abbildung 2: Strukturelle Unterschiede 
zwischen Typ 1 und Typ 2 Zellen 
mesenchymaler Nabelschnurstammellen in 
Kultur. Skala: 200 µm (A), 50 µm (B) 
(Karahuseyinoglu et al. 2007). 
als potentielle Spenderzellen in der Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie 
Morbus Parkinson vorgeschlagen (Weiss et al. 2006).  
 
1.1.2.1.2.4 Kultivierungs- und Differenzierungsverhalten der mesenchymalen 
Nabelschnurstammzellen im Vergleich mit Stammzellen aus dem Knochenmark  
Seitdem das Interesse an den Nabelschnurstammzellen sprunghaft angestiegen ist, 
wurde ihr ex vivo Kultivierungs- und Differenzierungsverhalten ausführlicher 
analysiert. Sie weisen eine hohe Isolationsrate von 4x105 bis 5x106 Zellen pro 
Nabelschnur (Karahuseyinoglu et al. 2007; Sarugaser et al. 2005) sowie kürzere 
Verdopplungszeiten verglichen mit BM-hMSC auf (Suva et al. 2004), so dass sie 
insgesamt über ein besseres Expansionspotential verfügen. Zurückzuführen ist diese 
Beobachtung auf die Annahme, dass sich die perinatalen Stammzellen in einem 
primitiveren und früheren Stadium der Reifung bzw. Entwicklung befinden (Wang et al. 
2004; Wu KH et al. 2007). Sie nehmen so eine Stellung zwischen den embryonalen und 
adulten Stammzellen ein. Diese drückt sich in der Expression embryonaler 
Stammzellmarker wie Oct-4, Sox-2 und Nanog aus, welche bei den BM-hMSC nicht 
mehr nachgewiesen werden können (Carlin et al. 2006). Das unreifere Stadium, in dem 
sich die UC-hMSC verglichen mit den BM-hMSC befinden, begründet ihre hohe 
Plastizität. 
Übereinstimmend mit ihrem höheren Proliferationspotential weisen sie eine erhöhte, 
aber stabile Telomeraseaktivität auf, die jedoch in späteren Passagen abnimmt, so dass 
keine Überaktivität im Sinne einer Tumorbildung zu befürchten ist. Außerdem zeigen 
sie über viele Passagen hinweg einen stabilen Karyotypen ohne das unregulierte 
Wachstumsverhalten von Krebszellen zu imitieren (Karahuseyinoglu et al. 2007). 
Zu den Merkmalen, welche die UC-hMSC mit den BM-hMSC teilen, gehört ihr 
fibroblastenartiges Wachstumsmuster in zweidimensionalen Kultursystemen 
(McElreavey et al. 1991). Im Kultivierungsverlauf bilden sich zwei Zelltypen mit 
unterschiedlicher Morphologie heraus: 
Zum einen die mit Typ 1 bezeichneten Zellen 
mit breiten Filopodien und einem abgeflachten 
Zellkörper, zum anderen die Typ 2 Zellen, die 
durch ihre Spindelform und die langen, 
schlanken Zellausläufer imponieren (Abb.2). 
Interessanterweise sind lediglich die Typ 1 
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Zellen, deren Anteil sich über die zunehmende Passageanzahl hinweg reduziert, positiv 
für den Pan-CK Antikörper. Auf der Erkenntnis aus immunhistochemischen 
Untersuchungen der Nabelschnur, welche eine Lokalisation Pan-CK positiver Zellen im 
perivaskulären Stroma propagieren (s.o.), basiert die Hypothese, dass die Typ 1 Zellen 
in Kultur den perivaskulären Zellen in vivo entsprechen (Karahuseyinoglu et al. 2007). 
Der höhere Differenzierungs- und niedrigere Proliferationsgrad der perivaskulären 
Zellen (s.o.) bietet eine Erklärung für ihre Reduktion im Zuge steigender Passagen und 
ihr limitierteres Transformationspotential. So sind sie beispielsweise im Gegensatz zu 
den intervaskulären Zellen nicht in der Lage, Neurone zu bilden (Karahuseyinoglu et al. 
2007).  
Eine weitere Gemeinsamkeit der UC-hMSC mit den BM-hMSC liegt in ihrer 
langfristigen Lagerungsfähigkeit bei Temperaturen zwischen -135 und -196 °C unter 
Beibehaltung ihrer Stammzelleigenschaften (Can et Karahuseyinoglu 2007). Es ist von 
Vorteil, die Stammzellen über Jahre konservieren zu können, da sie nach der Entnahme 
zum Zeitpunkt der Geburt eventuell erst Jahre später zum Einsatz kommen. 
Des Weiteren haben mesenchymale Nabelschnurstammzellen ebenso wie 
Knochenmarkstammzellen die Fähigkeit, die Expansion hämatopoetischer Zellen zu 
unterstützen (Lu et al. 2006), was in der embryologischen Entwicklung begründet liegt. 
So werden die vom Dottersack zur Aorta-Gonaden-Mesonephros-Achse wandernden 
embryonalen Blutzellen bereits von den Stromazellen der Whartonschen Sülze umgeben 
(Sadler 2004). Ausdruck dieser Fähigkeiten ist das von den UC-hMSC exprimierte 
Spektrum an Zytokinen wie SCF (stem cell factor), LIF (leukemia inhibitory factor), M-
CSF (macrophage-colony stimulating factor), Flt-3, IL-6 (Interleukin-6), SDF-1 
(stromal derived factor-1) und VEGF (vascular endothelial growth factor), die allesamt 
mit der Proliferation hämatopoetischer Stammzellen assoziiert sind. Abgesehen von 
GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) und G-CSF (granulocyte 
colony stimulating factor), die ein weiteres Produkt der Nabelschnurstammzellen 
darstellen, entspricht das beschriebene Zytokinspektrum demjenigen der BM-hMSC (Lu 
et al. 2006). 
Wie für die mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks konnte auch für die der 
Whartonschen Sülze bisher kein spezifischer Marker zur Identifikation gefunden 
werden. Deswegen werden sie nach der International Society for Cellular Therapy durch 
Zuhilfenahme mehrerer Kriterien definiert (Dominici et al. 2006): 
1. Plastikadhärenz unter Standard-Kultivierungsbedingungen 
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2. Oberflächenmarker (CD105, CD73, CD90 positiv sowie CD45, CD34, CD14 
oder CD11b, CD79 alpha oder CD19 und HLA-DR negativ) 
3. Multipotenz 
Da die UC-hMSC von extraembryonalem Mesoderm abstammen, muss ihre 
Multipotenz durch Differenzierbarkeit in Zellen dieses Keimblatts, nämlich in 
Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten, nachgewiesen werden.  
Die Nabelschnur ist ein postnatales Organ, das lange Zeit ohne weitere Beachtung nach 
der Geburt entsorgt wurde. Insofern stellt die Gewinnung der mesenchymalen 
Stammzellen weder einen belastenden invasiven Eingriff für den Patienten bzw. das 
Neugeborene dar, noch ist damit ein ethisches Problem verbunden. Außerdem konnten 
bislang keine Immunabwehrreaktionen beobachtet werden, was auch einen allogenen 
Einsatz der UC-hMSC möglich macht.  
 
1.2 Dreidimensionales Kultivierungssystem 
Neben den Stammzellen stellen dreidimensionale Kultivierungssysteme die zweite 
wichtige Voraussetzung für die künstliche Züchtung von Geweben ex vivo dar, indem 
sie die Adhäsion, Vermehrung und Differenzierung der Zellen fördern und die Form des 
Transplantats festlegen (Langer et Vacanti 1993). 
Im Fall großer Gewebedefekte, in denen eine körpereigene Reparatur aufgrund der 
Zerstörung kompetenter Zellen innerhalb nekrotischer Areale unmöglich ist, erweist 
sich die Verwendung entsprechender Stammzellen in Kombination mit einem 
geeigneten Trägermaterial als vorteilhaft (Hannouche et al. 2001). 
Da der Wahl des Biomaterials eine große Bedeutung zukommt, beschäftigen sich viele 
Arbeitsgruppen damit, das - je nach Verwendungszweck und eingesetzten Zellen - 
optimale Material bezüglich Zelladhäsion, Proliferation, Differenzierung und 
Gewebeorganisation zu finden (Luyten et al. 2001).  
Dabei sollten das spezielle Mikromilieu sowie die Architektur der in vivo Verhältnisse 
möglichst genau imitiert werden und wichtige grundsätzliche Eigenschaften des 
eingesetzten Materials garantiert sein. Dazu gehören seine Biokompatibilität und 
biologische Abbaubarkeit. Speziell für die osteogene in vitro Gewebezüchtung spielen 
zusätzlich die Porosität, Porengröße, Oberflächeneigenschaften und Osteoinduktivität 
der Trägermatrix eine Rolle (Salgado et al. 2004). 
Um Differenzierungsartefakte wie Fusionsphänomene sicher ausschließen zu können, 
wird in dieser Arbeit auf die Kokultivierung der mesenchymalen Stammzellen mit 
reifen Keratinozyten bzw. Osteoblasten verzichtet und ein für die Hautersatztherapie 
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etabliertes organotypisches Kultivierungssystem für Keratinozyten in verschiedenen 
Modifikationen eingesetzt, das bereits in der epidermalen Differenzierung von BM-
hMSC Anwendung gefunden hat (Schneider et al. 2008). 
 
1.2.1 Epidermale Differenzierung mesenchymaler Stammzellen 
Das beschriebene System basiert auf der Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen 
an der Oberfläche einer Matrix aus bovinem Kollagen I und III, in die Fibroblasten 
eingebettet sind. Grundlage für den Nutzen dieser Kokultivierung bildet die 
Beobachtung, dass Fibroblasten auf diese Art und Weise das Wachstum von 
Keratinozyten fördern und die Ausbildung der epidermalen Schichten (Stratum basale, 
Stratum spinosum, Stratum granulosum und Stratum corneum) begünstigen (Limat et al. 
1996). 
Durch parakrine Interaktionen zwischen den beiden Zellarten mittels sezernierter 
Faktoren kann so in vivo die dermo-epidermale Kommunikation unter in vitro 
Bedingungen imitiert werden, d.h. die Keratinozyten stimulieren die Fibroblasten zur 
Sekretion von Wachstumsfaktoren, welche wiederum für die epidermale Morphogenese 
essentiell sind (Smola et al. 1993; Maas-Szabowski et al. 2000). 
Dieses positive Wechselspiel versucht man sich auch durch Kokultivierung der 
mesenchymalen Stammzellen mit Fibroblasten zu Nutze zu machen.  
Des Weiteren stellt der Luftkontakt einen besonderen Stimulus für die Stammzellen dar, 
der ihre Differenzierung in luftexponierte Keratinozyten anregen soll. Einen 
zusätzlichen induktiven Reiz erfahren die Zellen durch die Diffusion spezifischer, 
löslicher Wachstumsfaktoren und Hormone des Keratinozytenmediums aus dem 
unteren Kompartiment des dreidimensionalen Kultursystems (Stark et al. 1999; Hoeller 
et al. 2001; Stark et al. 2004).  
Die Trägermatrix spielt eine wesentliche Rolle für die Zelldifferenzierung, 
Organogenese und Regeneration, da sie - auch in vivo - als Leitschiene für die 
Migration von Zellen dient. Darüber hinaus kommen ihr Stütz- und Strukturaufgaben zu 
(Böcker et al. 2004). 
Die Wahl von Kollagen als Biomaterial beruht auf der Tatsache, dass es den 
Hauptbestandteil von Dermis und Basalmembranen bildet. In letzteren dominiert der 
Kollagentyp IV, in ersterer der Kollagentyp I und III im Verhältnis 4:1 (Böcker et al. 
2004). 
Durch die Synthese von Kollagen III durch transplantierte mesenchymale Stammzellen 
reduziert sich das Verhältnis während der Wundheilung auf 2:1 (Fathke et al. 2004). 
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Daneben weisen kollagene Biomaterialien im Vergleich zu synthetischen deutliche 
Vorteile bezüglich ihrer biologischen Eigenschaften auf. Neben ihrer geringen 
Antigenität, auch bei xenogenem Ursprung, die für ihren Einsatz im Rahmen von tissue 
engineering als implantierbarer Haut- und Knochenersatz notwendig ist (Goissis et al. 
1999; Doillon et al. 2003), sind sie auch biologisch abbaubar und zur Interaktion mit 
dem Umgebungsgewebe des Empfängers fähig. 
Zu Beginn der Kultivierung soll das Kollagen ein stabiles Stützgerüst für die Adhäsion 
und Proliferation der Zellen bilden. Im weiteren Verlauf wird es jedoch infolge von 
Abbauprozessen poröser und erlaubt den Zellen so eine aktive Migration. Gleichzeitig 
wird das resorbierte Kollagen durch eine sezernierte zelluläre Matrix ersetzt (Berthod et 
al. 1994; Friess 1998; von Heimburg et al. 2001). 
Nach in vivo Transplantation des porösen Biomaterials wird auf diese Art und Weise 
auch eine schnelle Revaskularisation erleichtert und führt dadurch zu einer 
beschleunigten Wundheilung.  
 
1.2.1.1 Modifikation der Kulturbedingungen mit Retinsäure  
Die all-trans-Retinsäure (Tretinoin), der Gruppe der Retinoide zugehörig, stellt neben 
den synthetischen Retinoiden und der 13-cis-Retinsäure (Isotretinoin) eines der drei 
wichtigsten Derivate des Vitamin A bzw. Retinols dar. Aufgrund ihrer Lipophilie 
diffundiert sie über die Zellmembran ins Zytoplasma und gelangt mit Hilfe spezieller 
Transportproteine in den Zellkern, wo sie an die Retinsäurerezeptoren (RAR) und 
Retinoid-X-Rezeptoren (RXR) bindet. In aktivierter Form binden diese als 
Transkriptionsfaktor an die entsprechenden Retinsäure-responsiven-Elemente (RARE) 
der DNA, um die Transkription bestimmter Gene zu regulieren, welche die 
Zellproliferation und -differenzierung beeinflussen (Bollag et al. 1997). 
Besonders ausgeprägt ist der Einfluss der Retinsäure auf neuronale 
Differenzierungsprozesse. Bereits während der Embryonalentwicklung führen ihre 
morphogenen Eigenschaften u.a. zur Ausbildung der Körperachsen und zur 
Musterbildung des ZNS. Diesen Einfluss bestätigend gelang in Differenzierungsstudien 
unter dem Einfluss von Retinsäure bereits eine neuronale Induktion hämatopoetischer 
Stammzellen der Nabelschnur sowie mesenchymaler Stammzellen des Knochenmarks 
(Hung et al. 2002; Jang et al. 2004). 
In jüngster Zeit hält die all-trans-Retinsäure in experimentellen Studien sogar Einzug in 
die Therapie des Neuroblastoms, indem sie eine Differenzierung der 
Neuroblastomzellen in Zellen eines reiferen, neuronalen Phänotyps induziert. Der 
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exakte molekulare Mechanismus ist jedoch noch nicht eindeutig geklärt (Sallmon et al. 
2010).  
Somit gelang bereits mehrmals der Nachweis der anti-proliferativen und 
Differenzierung induzierenden Wirkung der Retinsäure insbesondere für Zellen 
ektodermalen Ursprungs.  
Aktuelle Forschungsergebnisse belegen die Induktion der epidermalen Morphogenese 
und ektodermalen Spezifizierung bei mit Retinsäure behandelten humanen embryonalen 
Stammzellen, erkennbar an einer gesteigerten Keratin 18 und Faktor p63 Expression 
(Metallo et al. 2008). 
Somit spielt neben der Luftexposition, der Diffusion löslicher Faktoren aus dem 
Medium unterhalb des Kollagens, dem Kollagen selbst als wichtigem Baustein der 
EZM sowie dem positiven Einfluss der Fibroblasten auch der Zusatz einer geeigneten 
Menge an Retinsäure eine wichtige Rolle für die Morphogenese einer stratifizierten 
Epidermis. Dabei ist die Konzentration an Retinsäure von entscheidender Bedeutung, da 
eine zu hohe Konzentration zu Parakeratosen, eine zu geringe zu Hyperkeratosen führt. 
Unter Konzentrationen von 10-8 bis 10-9 M bildeten Keratinozyten, auf dermalen 
Äquivalenten kultiviert, eine orthokeratotische Epithelarchitektur, die der Epidermis in 
vivo ähnelt (Kopan et al. 1987; Asselineau et al. 1989). 
Vor diesem Hintergrund wurde all-trans-Retinsäure auch in der vorliegenden Studie 
eingesetzt, um eine epidermale Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen zu 
stimulieren.  
 
1.2.1.2 Modifikation der Kulturbedingungen mit 5-Azacytidin 
5-Azacytidin wird als Cytidin-Analogon an Stelle des entsprechenden Nukleosids in die 
DNA bzw. RNA eingebaut und hemmt dadurch die Aktivität der Methyltransferasen, 
was zu einer Demethylierung von Gensequenzen führt. Dadurch werden die Gene den 
Transkriptionsproteinen zugänglich und können abgelesen werden. 
Auf diese Art und Weise gelang durch 5-Azacytidin Behandlung von fetalen 
mesenchymalen Stammzellen und mesenchymalen Stammzellen aus der 
Nabelschnurvene eine in vitro Differenzierung in Kardiomyozyten (Kadivar et al. 2006; 
Zhang et al. 2009).  
Des Weiteren konnten mesenchymale Stammzellen der Ratte unter dem Einfluss von 
Myoblasten-Differenzierungsfaktor und Demethylierungsagens 5-Azacytidin 
erfolgreich in Skelettmuskelzellen umgewandelt werden (Sun et al. 2007).  
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Wie bereits in der Studie von Schneider et al. (2008) dargelegt, wird auch in der 
vorliegenden Arbeit der Versuch unternommen, durch epigenetische Modifizierungen 
mögliche Gene der epidermalen Differenzierung zu aktivieren und so eine 
Transformation der UC-hMSC in Keratinozyten zu bewirken.  
 
1.2.2 Osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen 
Das dreidimensionale Kultivierungssystem für die osteogene Differenzierung wird in 
leichter Variation zu dem der epidermalen Differenzierung angewendet. Knochen stellt 
ein komplexes, hartes und elastisches Gewebe dar, das aus einer mineralisierten 
organischen Matrix, vornehmlich Hydroxyapatit und Kollagen I, besteht. In diese sind 
in engem Kontakt Osteoblasten, Osteoklasten und Endothelzellen einlagert (Tortelli et 
Cancedda 2009). 
Aufgrund eines anderen zellulären Umfelds der Osteoblasten in vivo im Vergleich zu 
den Keratinozyten wird auf die Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen unter 
dem Einfluss von Luft und Fibroblasten verzichtet. Da, verglichen mit der 
zweidimensionalen Kultivierung von osteogenen Zellen auf Plastik, der positive 
Einfluss einer Kultivierung auf Kollagen I auf die Geschwindigkeit und 
Gleichmäßigkeit der Mineralisierung (Lynch et al. 1995) sowie auf die Entwicklung 
reifer Knochenstrukturen aus Progenitorzellen bekannt ist, wird die Verwendung der 
kollagenen Matrix beibehalten.  
Die Proliferation der Zellen und die Formation der gewünschten osteogenen 
Gewebeverbände erfordert neben dem geeigneten Trägermaterial überdies ein für 
Osteoblastenwachstum und -differenzierung optimiertes Kulturmedium mit dem Zusatz 
entsprechender Faktoren (Luyten et al. 2001). 
 
1.3 Tissue engineering 
1.3.1 Tissue engineering Knochen 
Knochen stellt ein dynamisches, gut vaskularisiertes Gewebe dar mit einer einzigartigen 
Heilungsfähigkeit ohne Narbenbildung. Große Defekte des Knochens stellen jedoch ein 
erhebliches klinisches, aber in Anbetracht des demographischen Wandels auch ein 
wachsendes sozioökonomisches Problem dar. So benötigen beispielsweise in den USA 
rund eine Millionen Patienten jährlich ein Knochentransplantat (Salgado et al. 2004). 
Die Ursache können Traumata, Tumorresektionen oder die Korrektur kongenitaler 
Defekte sein, die eine Rekonstruktion des Knochens erforderlich machen (Weinand et 
al. 2006).  
______________________________________________________________Einleitung 
 
17 
Therapie der Wahl sind neben Metall- und Keramikimplantaten autologe, spongiöse 
Knochentransplantate, da diese lebende osteogene Zellen, osteoinduktive Proteine und 
ein Gerüst aus Hydroxyapatit beinhalten und so die Knochenheilung sowie das 
Einwachsen neuen Knochens erleichtern (Hannouche et al. 2001). Autologes, 
trabekuläres Knochenmaterial ist allerdings in seiner Form und Größe beschränkt, da es 
dem Patienten selbst entnommen wird (Weinand et al. 2006). Außerdem ist diese 
Therapieoption mit einer erhöhten Morbidität des Spenders, d.h. Schmerzen, 
Hämatomen und Infektionen verbunden (Hannouche et al. 2001). 
Laut Boyce et al. (1999) ist wegen der genannten Gründe bei bis zu 40 % der Patienten 
eine autologe Transplantation nicht möglich.  
Die Entwicklung von in vitro Gewebezüchtungen stellt in solchen Fällen eine 
alternative Behandlungsmethode dar. Dabei gehört die Regeneration von Knochen zu 
den vielversprechendsten Forschungsbereichen (Luyten et al. 2001). Bisher sind 
mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark bevorzugte Quelle für zellbasierte 
Therapien einschließlich Knochenreparatur. Dies lässt sich anhand der Vielzahl 
experimenteller Studien mit Knochenmarkstammzellen belegen. Exemplarisch 
beschrieben sei eine Studie von Arinzeh et al. (2003), in der größere knöcherne Defekte 
im Femur von Hunden mit allogenen mesenchymalen Knochenmarkstammzellen auf 
Hydroxyapatit-Tricalcium-Phosphat Keramik-Zylindern behandelt wurden. Im 
Vergleich zu zellfreien Implantaten war eine stärkere Ossifikation und Knochenbildung 
zu beobachten. Wichtig festzuhalten ist auch, dass ebenso wie bei der Verwendung 
autologer Stammzellen keine Immunreaktion ausgelöst wurde. 
So kamen Wissenschaftler bereits im Jahr 1998 zu der Erkenntnis, dass BM-hMSC eine 
wertvolle Therapiealternative zu autologen Knochentransplantaten bilden (Bruder et al. 
1998a). 
Zu den ersten Krankheiten, die auf diese Art therapiert wurden, gehört die Osteogenesis 
imperfecta, bei der durch einen genetischen Defekt ein qualitativ minderwertiges 
Kollagen I gebildet wird, was zu einer Osteopenie - verbunden mit einer erhöhten Rate 
an Knochenfrakturen und -deformitäten - führt. In einer tierexperimentellen Studie von 
Pereira et al. (1998) wurde Mäusen mit Osteogenesis imperfecta BM-mMSC infundiert. 
Diejenigen Zellen, die sich im Knochen ansiedelten, differenzierten zu Osteozyten und 
konnten durch Synthese eines funktionellen Kollagen I die Ursache der Erkrankung 
beheben. 
Die Ergebnisse ließen sich in Studien mit Patienten, die unter der 
„Glasknochenkrankheit“ litten, bestätigen. Nach der Knochenmarkstammzell-
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Transplantation war eine verstärkte Mineralisierung der Knochen zu erkennen, aus der 
eine reduzierte Frakturrate resultierte (Horwitz et al. 1999). 
In einer weiteren Studie war durch die Stammzellbehandlung nach erfolgter KM-
Transplantation bei sechs Kindern mit Osteogenesis imperfecta eine gesteigerte 
Wachstumsgeschwindigkeit ersichtlich (Horwitz et al. 2002). 
Beachtenswerterweise liegen die in vivo Einheilungsraten in dieser und weiteren 
ähnlichen Studien bei unter 1 % (Phinney et Prockop 2007), was erneut betont, dass der 
modulierende Einfluss der sezernierten Faktoren auf das Mikromilieu eine größere 
Bedeutung für die Gewebereparatur besitzt als das Transdifferenzierungspotential der 
Stammzellen (Prockop 2007).  
Mit Veröffentlichung der Ergebnisse über mesenchymale Stammzellen der 
Whartonschen Sülze im Jahr 1991 wurde erstmals eine alternative Quelle zu den 
Knochenmarkstammzellen für weitere tissue engineering-Studien in Betracht gezogen 
(McElreavey et al. 1991). 
 
1.3.2 Tissue engineering Haut 
Die gängige Therapie bei Defekten der Haut, beispielsweise durch Brandverletzungen, 
besteht in einer autologen Spalthauttransplantation. Diese ist jedoch mit einem Trauma 
des Spenders sowie möglichen Narbenbildungen, Schmerzen und Infektionen 
verbunden und bei der Deckung großflächiger Defekte nicht möglich.  
In den 1980ern erfuhren kultivierte autologe Keratinozyten weltweite Anwendung als 
Hautersatz. Trotz guter Ergebnisse bezüglich eines permanenten Wundverschlusses 
(Gallico et al. 1984) sind der zeitliche Aufwand, ein schweres chirurgisches Handling 
und eine erhöhte Infektionsgefahr bei hohen Herstellungskosten von Nachteil (Rue et al. 
1993). 
In den letzten Jahren bildete sich eine neue therapeutische Strategie heraus, die auf dem 
Einsatz von Wachstumsfaktoren basiert. So konnte bei der Behandlung von 
Brandwunden mit bFGF (recombinant basic fibroblast growth factor) und EGF 
(epidermal growth factor) eine Verkürzung der Heilungsdauer erzielt werden (Fu et al. 
1998; Fu et al. 2005).  
Allerdings sind unter dieser Therapie die Probleme der Narbenbildung, des 
Funktionsverlustes der Haut sowie der fehlenden Regeneration der Hautanhangsgebilde 
noch nicht zufriedenstellend gelöst worden.  
Im Zuge des populär gewordenen tissue engineering wurden die ersten alternativen 
Therapiemodelle entwickelt, insbesondere die Komposit-Hautersatzverfahren. Hierbei 
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weist der künstliche Hautersatz Eigenschaften der Epidermis und Dermis auf und kann 
nach Transplantation im Wundbett schnell vaskularisiert werden. So bestehen die sog. 
Hautäquivalente aus einer mit Fibroblasten angereicherten Kollagenmatrix, an deren 
Oberfläche autologe Keratinozyten proliferieren, die eine epidermis-ähnliche 
Gewebestruktur annehmen sollen. Ihre Funktion liegt darin, nach ihrer Transplantation 
den Wundverschluss zu beschleunigen, das Trauma beim Spender zu reduzieren und 
eine langfristige mechanische Stabilität zu garantieren (Ehrlich 2004). 
Inzwischen sind viele verschiedene Allograft-Produkte, die im Gegensatz zu den 
Autograft-Transplantaten bei Bedarf nicht erst in vitro gezüchtet werden müssen, 
sondern durch Langzeitkonservierung sofort zur Anwendung kommen können, 
kommerziell zu erwerben. Apligraf® beispielsweise besteht aus allogenen Keratinozyten 
und Fibroblasten auf bovinem Kollagen I (Bello et al. 2001). 
Zusätzlich sind pharmakologische Tests an der künstlichen Haut sowie Untersuchungen 
pathophysiologischer Prozesse möglich. 
Trotz dieser neuen Entwicklungen im Bereich des Bioengineerings bleiben nahezu 50 % 
chronischer Wunden therapieresistent (Cha et Falanga 2007). 
Neue Hoffnungen beruhen daher auf dem Einsatz von Stammzellen im Rahmen von 
Gewebeersatzstrategien, die in Studien bisher vielversprechende Ergebnisse lieferten. 
Im Jahr 2003 konnte mehrfach tierexperimentell die Bedeutung von BM-hMSC für die 
Wundheilung und Regeneration von Haut nachgewiesen werden. Diese liegt zum einen 
in der nachgewiesenen Fähigkeit der Knochenmarkstammzellen von Mäusen, nach einer 
in vivo Transplantation in defekte Hautareale in verschiedene Zelltypen der Haut wie 
Keratinozyten, Drüsenzellen, Follikelepithelzellen, dendritische Zellen und 
Endothelzellen zu differenzieren (Badiavas et al. 2003; Kataoka et al. 2003). Zum 
anderen wird den Knochenmarkstammzellen ein positiver Einfluss auf die 
Hautreparatur und -regeneration durch parakrine Effekte mittels sezernierter Zytokine 
wie VEGF (vascular endothelial growth factor), bFGF (basic fibroblast growth factor), 
IL-6 oder PlGF (placental growth factor) nachgesagt, welche Entzündungszellen und 
Vorläuferzellen rekrutieren (Kinnaird et al. 2004). 
In experimentellen Studien konnte inzwischen auch für humane mesenchymale 
Knochenmarkstammzellen ein positiver Einfluss auf Wundheilungsprozesse belegt 
werden. Nakagawa und seine Kollegen deckten kutane Defekte von Mäusen mit BM-
hMSC überzogenem Hautersatz und konnten eine signifikante Reduktion der 
Wundgröße feststellen sowie Pancytokeratin-positive Zellen im Wundbett nachweisen, 
was einen erneuten Beleg für die Differenzierungskapazität der mesenchymalen 
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Stammzellen liefert (Nakagawa et al. 2005). Im gleichen Jahr wurde die Transplantation 
der Zellen in chronische, Standard-Therapie resistente Wunden bei drei Patienten 
durchgeführt und resultierte in einem kompletten Wundverschluss (Badiavas et Falanga 
2003). 
Eine mögliche Erklärung für die Funktionsweise der Knochenmarkstammzellen liegt in 
ihrer Fähigkeit, eine kollagene Matrix zu kontrahieren und die beiden Kollagentypen I 
und III zu produzieren. Damit sind sie weniger an der Reparatur der Epidermis als 
vielmehr der Dermis beteiligt (Fathke et al. 2004). 
Mesenchymale Stammzellen aus dem Nabelschnurblut verbesserten nach ihrer 
Transplantation bei vier Patienten mit Thromboangiitis obliterans, einer nicht-
atherosklerotischen Gefäßverschlusserkrankung, die Symptomatik und führten zu einer 
Heilung der gangränösen Hautareale (Kim et al. 2006).  
Einen Hinweis auf ihr Potential in der Therapie von Hautdefekten mittels epidermaler 
Differenzierung liefert eine aktuelle Studie. Dai et al. (2007) konnten nach Injektion von 
UC-hMSC aus Nabelschnurblut in Mäuse mit Hautverletzung deren Transformation in 
Zytokeratin 8 und 10 exprimierende Hautepithelzellen belegen (Dai et al. 2007).  
Die vielversprechenden Ergebnisse bezüglich des Differenzierungspotentials der 
mesenchymalen Knochenmark- und Nabelschnurstammzellen in Zellen der Haut und 
Beschleunigung der Wundheilung beruhen jedoch fast ausschließlich auf in vivo 
Transplantationsstudien, welche Fusionsphänomene und den Einfluss des umgebenden 
Mikromilieus auf die Prozesse nicht ausschließen können. Insofern ist bis heute nicht 
sicher zu beurteilen, ob Zellfusionen als Mechanismus der phänotypischen 
Zellumwandlung sicher ausgeschlossen werden können (Harris et al. 2004) und der 
Beitrag der mesenchymalen Stammzellen zur Wundheilung alleinig auf 
Transdifferenzierung beruht (Wu et al. 2007a; Sasaki et al. 2008), oder ob Zellfusion 
oder beide Prozesse gleichzeitig eine Rolle spielen. Letzteres war der Fall in einer 
Studie von Spees et al. (2003), in der die BM-hMSC nach Kokultivierung mit 
Epithelien der Atemwege die Keratine 17, 18 und 19 sowie den Klarazell-Marker CC26 
exprimierten und Zelladhäsionsmoleküle ausbildeten (Spees et al. 2003). 
Aber selbst unter der Voraussetzung, dass MSCs in der Lage sind, in Keratinozyten zu 
differenzieren, ist nach Transplantation der dermalen Äquivalente das Problem der 
Wiederherstellung einer funktionellen Haut, die eine Vielzahl spezialisierter Zellen wie 
Haarfollikelzellen, Drüsenzellen, Melanozyten oder Merkelzellen aufweist, noch nicht 
gelöst.  
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Erst durch die Zugabe weiterer endothelialer, mesenchymaler und neuraler 
Progenitorzellen wäre die Wiederherstellung einer kosmetisch ansprechenden Haut 
denkbar, die darüber hinaus die wichtigsten Funktionen wie den mechanischen oder 
UV-Schutz und die Thermoregulation erfüllt (Charruyer et Ghadially 2009). 
 
1.4 Ziele der Arbeit 
Um den Stellenwert der mesenchymalen Nabelschnurstammzellen im Bereich der 
Gewebeersatzstrategien für Knochen und Haut besser evaluieren zu können, führten wir 
die vorliegende Studie durch. Diese versucht, das Potential der perinatalen Stammzellen 
durch Vergleich mit den Knochenmarkstammzellen einzuordnen, die den bisherigen 
Goldstandard im Therapie- und Forschungsbereich darstellen. Die Gegenüberstellung 
der mesenchymalen Stammzellen beider ontogenetischen und anatomischen Herkünfte 
fand sowohl im zweidimensionalen als auch dreidimensionalen organtypischen 
Kultivierungssystem statt. Die Ziele der Arbeit lassen sich durch folgende 
Fragestellungen bezüglich der Biologie der Stammzellen konkret formulieren:  
1. Sind die ex vivo kultivierten Nabelschnurstammzellen unter organtypischen 
Bedingungen der Haut und des Knochens überlebensfähig und differenzierbar? 
2. Ist ein keimblattüberschreitendes Differenzierungspotential der perinatalen 
Stammzellen gegeben? 
3. Bestehen zwischen mesenchymalen Stammzellen unterschiedlicher 
ontogenetischer und anatomischer Herkunft funktionelle Unterschiede in Bezug 
auf osteogene und keimblattüberschreitende, epidermale 
Differenzierungskapazität, Besiedelung des Trägermaterials und Matrix-
Remodelling bzw. -Synthese? 
4. Welche Risiken oder Gefahren sind mit der klinischen Anwendung der 
Nabelschnurstammzellen verbunden? Sind sie tumorigen? 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material                                                                                                       
2.1.1 Geräte 
Absaugpumpe   Vacusafe comfort  IBS Integra Bioscience,  
       Schweiz 
Ausgießstation  Shandon Histocentre 2 International Medical   
       Equipment, INC 
Autostainer  Autostainer Plus,   DAKO, Dänemark 
  Cytomatation  
Brutschrank   CB210     Binder, Tuttlingen 
   (20 % O2, 5 % CO2, 37 °C)  
Digitalkamera   EX-Z110   Casio Exilim, Deutschland 
Durchflusszytometer  FACS Calibur   Becton Dickinson, USA 
Einbettautomat  Shandon Pathcentre  Thermo Electron   
       Corporation, Deutschland 
Fluoreszenzmikroskop DMRX   Leica, Wetzlar 
Fotoentwickler  Optimax X-ray Film   PROTEC, Deutschland 
   Prozessor     
Gelelektrophorese-          Mini PROTEAN Tetra Cell BIORAD Hercules,   
kammer                                                                        California, USA 
Gelhalterung zum                                                           BIORAD, Hercules,  
Gießen des Gels                                                          California, USA 
Heizblock                        Thermomixer compact      Eppendorf 
Mikroskope              2 Phasen Axiovert 25        Zeiss, Jena 
                                        Axioplan 2                         Zeiss, Jena 
Elektroblottingapparat   Multiphor II Electrophoresis  Pharmacia Biotech, Freiburg 
   System     
Nanodrop                        ND-1000 Spectrophotometer Peq Lab Biotechnologie, 
       Erlangen   
ph-Elektrode                   ph-Meter 766 Calimatic         Knick, Berlin 
Pinzetten                                                                   B.Braun Aesculap 
Pipetus-akku                                                               Hirschmann, Eberstadt  
Reinraumwerkbank         Herasafe                                 Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
Rotationsmikrotom         RM 2145                     Leica, Wetzlar 
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Schüttler                          Unimax 2010                          Heidolph, Schwabach 
Spannungsgerät  Electrophoresis Power  Pharmacia Biotech, Freiburg 
für SDS-PAGE                       Supply-EPS 600     
Thermocycler                  ABI Prism 7300             Applied Biosystems, USA 
Vortex                             Minishaker MS2  IKA-Werke, Staufen 
Waage                             Feinwaage A120S       Satorius Analytic 
Streckbad                                                                Medax, Kiel  
Wärmeschrank                 60 °C                        Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
Wasserbad                        SWB 20                     Haake, Karlsruhe 
Zellzahlbestimmung         Casy 1                                   Schärfe System, Reutlingen 
Zentrifugen                       Biofuge pico       Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
   Megafuge 1.0              Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
   Biofuge 15R                  Heraeus Sepatech,   
       Düsseldorf 
                                     2K15                            Sigma, Daisenhof 
 
2.1.1.1 Geräte in der elektronenmikroskopischen Einrichtung 
Energiedispersive   EDAX PV 9100   PHILIPS, Eindhoven, 
Röntgenmikroanalyse        Niederlande 
Kontrastierautomat    Ultrostainer                LKB 
Metallspiegelkryofixation   AF S                           Reichert 
Transmissionselektronen-  TEM 400 T/ST         PHILIPS, Eindhoven,     
mikroskop       Niederlande               
Ultramikrotom              Ultracut S                 Leica, Wetzlar 
 
2.1.2 Glaswaren 
Bechergläser                                                            Schott, Mainz 
Chamber Slides ™ Lab-Tek, 8 Well                          Nagle Nunc, Dänemark 
Deckgläser                                                        Menzel-Gläser, Deutschland 
Glasplatten für Western blot                                    BIORAD, Hercules,   
  California, USA 
Glasronden (12 mm Durchmesser)                                  Roth, Karlsruhe 
Laborflasche (100, 200, 500 ml) klar und braun       Duran, Mainz 
Mess-/Standzylinder                                                             Brand, Wertheim 
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Objektträger                                                        Langenbrinck,   
       Emmendingen 
Kapillarspalt-Mikroskopobjektträger, 75µm             DAKO REAL 
Pasteur-Pipetten                                                          Brand, Wertheim 
Pipetten (5, 10, 25ml)                                       Costar STRIPETTE  
                                                                                Corning Incorporated 
Reagenzröhrchen 13 ml                                                   Sarstedt, Nürnbrecht 
 
2.1.3 Verbrauchsmaterial 
100 ml Gefäße mit Schraubverschluss            Sarstedt, Nürnbrecht 
Einmalspritze BD Discardit II                                   Becton Dickinson, Spanien 
Einbettkassette Rotilabo                         Roth, Karlsruhe 
Eppendorfreaktionsgefäße I                                     Sarstedt, Nürnbrecht 
Falcon-Röhrchen (50 ml)                                      Greiner Bio-One Cellstar, 
       Frickenhausen 
Zellkulturflasche (T 75, T 175)                                  Greiner Bio-One Cellstar, 
       Frickenhausen  
Kanüle 20g  BD Microlance 3                                        Becton Dickinson, Spanien 
Kryoboxen                                                                        Simport, Canada  
Kryoröhrchen                                                                 Nagle Nunc  
Multiwell Kulturplatten                                                  Becton Dickinson,   
       Heidelberg   
Nitrocellulosemembran                                                      Pierce, USA 
PCR-Reaktionsgefäße (0,2 ml)  T325-2Y    Simport, Canada 
Petrischalen                                                                   Greiner, Fickenhausen 
Pipettenspitzen (ep T.I.P.S.: 10 µl, 200 µl, 1000 µl)     Eppendorf, Hamburg 
Plastikküvetten                                                                VWR International,   
       Darmstadt    
Probenbecher für Casy 1                                          Schärfe System Reutlingen 
Röntgenfilm CL-XPosure                                          Pierce, USA 
Skalpell zum Einmalgebrauch                                PFM, Köln 
Sterilfilter (Porengröße 0,22 µm)                                 Millipore, Carrigtwohill,  
       Ireland   
Sterilfilter mit Glocke (0,2 µm) Sartolab-P20             Sartorius, Göttingen 
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Transwell, Kultureinsätze, Polycarbonate membrane      Corning Incorporated, 
(0,4µm), 12-Well      Acton, USA 
Whatmanpapier/ Transfer Membran                          Amersham, Großbritannien 
                                                                                                        
2.1.4 Zellkulturmedien 
2.1.4.1 Stammzellmedium 
60 % DMEM low glucose (1,5 g/l)                   PAA, Cölbe 
40 % MCBD-201                                                       Sigma, Steinheim 
1 x ITS + BSA-Linolsäure                                                 Sigma, Steinheim 
1 nM Dexamethason                                                     Sigma, Steinheim 
100 µM Ascorbinsäure-2-phosphat                                 Sigma, Steinheim 
40.000 Einheiten Penicillin                                            PAA, Cölbe  
40 mg Streptomycin                                                           PAA, Cölbe 
10 ng/ ml EGF                                                            Sigma, Steinheim 
2% FKS                                                                      PAN-Biotech, Aidenbach 
  
2.1.4.2 Adipozyten-Induktionsmedium 
DMEM high glucose (4,5 g/l)                                Gibco, Auckland 
1µM Dexamethason                                                        Sigma, Steinheim 
0,2 µM Indomethacin                                           Sigma, Steinheim 
0,01 mg/ml Insulin                                                         Sigma, Steinheim 
0,5 mM IBMX                                                               Sigma, Steinheim 
10 % FKS              PAN-Biotech, Aidenbach 
 
2.1.4.3 Adipozyten-Erhaltungsmedium 
DMEM high glucose (4,5 g/l)                                Gibco, Auckland 
1 mg/ml Insulin                                                      Sigma, Steinheim 
10 % FKS (HyClone)         PAN-Biotech, Aidenbach 
 
2.1.4.4 Osteoblasten-Induktionsmedium 
DMEM high glucose (4,5 g/l)                                     Gibco, Auckland 
100 nM Dexamethason                                               Sigma, Steinheim 
10 mM Natrium-b-glycerophosphat                Sigma, Steinheim 
0,05 mM Ascorbinsäure-2-phosphat                           Sigma, Steinheim 
10 % FKS                                                                        PAN-Biotech, Aidenbach 
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2.1.4.5 Fibroblastenmedium 
DMEM high glucose (4,5 g/l)                                     Gibco, Auckland 
10 % FKS                                                                     Gibco, Auckland 
40.000 Einheiten Penicillin                                               PAA, Cölbe 
40 mg Streptomycin        PAA, Cölbe 
   
2.1.4.6 Keratinozytenmedium  
DMEM high glucose/ F 12 (1:1 bzw.3:1)             Sigma, Steinheim 
10 % FKS                                                                        PAN, Biotech, Aidenbach 
40.000 Einheiten Penicillin       PAA, Cölbe 
40 mg Streptomycin        PAA, Cölbe 
0,4 µg/ml Hydrocortison                                                     Serva, Heidelberg 
10-10 M Choleratoxin       Sigma, Steinheim 
2 x 10-9 M Trijodthyronin           Sigma, Steinheim 
5 µg/ml Insulin                                                                  Roche, Mannheim 
5 µg/ml Transferrin                                                         Sigma, Steinheim 
20 ng/ml EGF                                                                   Sigma, Steinheim 
 
2.1.4.7 modifiziertes Keratinozytenmedium mit Retinsäure 
Keratinozytenmedium 
+ 0,5 µM all-trans-Retinsäure                                 Sigma, Steinheim 
 
2.1.4.8 Medium zur Vorbehandlung mit 5-Azacytidin 
Stammzellmedium 
+ 10 mol 5-Azacytidin                                         Sigma, Steinheim 
 
2.1.5 Dermale Äquivalente 
80 % Kollagen G       3 mg/ml Kollagen I/III in 12 mM HCL       Biochrom, Berlin 
10 % DMEM (10x)                                                                           Biochrom, Berlin 
 
2.1.6 Gebrauchslösungen 
AB-Diluent 
1 % BSA in PBS 
Alizarin-Rot-Lösung 
40 mM Alizarin-Rot Pulver in 100 ml Aqua dest., pH: 4,1 
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Oil red O-Lösung 
35 ml 0,2 % (w/v) Oil red O in 100 % Methanol 
Hämalaun nach P. Mayer 
1 g Hämatoxylin in 1 l Aqua dest. lösen 
0,2 g Natriumjodat und 50 g chemisch reines Kalialaun hinzufügen und bei Zimmer-
temperatur rühren 
50 g Chloralhydrat und 1 g Zitronensäure hinzugeben 
Eosin 
1 g Eosin in 100 ml Aqua dest. lösen 
Sirius Red 
0,5 g Sirius Red in 500 ml Pikrinsäure, pH-Wert mit 2 N Natronlauge auf 2 einstellen 
Silbernitrat 
5 g Silbernitrat in 100 ml Aqua dest. lösen 
Natriumthiosulfat 
1 g Natriumthiosulfat in 100 ml Aqua dest. lösen 
Kernechtrot 
5 g Aluminiumsulfat in 100 ml Aqua dest. lösen, 0,1 g Kernechtrot hinzugeben und 
aufkochen 
Perjodsäurelösung 
0,75 g Perjodsäure in 100 ml Aqua dest. lösen 
Citrat-Puffer 
1 g Zitronensäure-Monohydrat in 500 ml H2O lösen und pH 6,0 einstellen 
HEPES Stammlösung 
40 g NaCl (1,4 M) 
1,5 g KCl (40 mM) 
11,9 g Hepes (100 mM) 
10 g Glucose-Monohydrat (100 mM) 
in 450 ml Aqua dest. lösen 
mit 4 N NaOH pH auf 7,55 einstellen 
Gesamtvolumen auf 500 ml auffüllen und mit 0,2 µm Sterilfilter steril filtrieren 
HEPES Transportpuffer 
50 ml HEPES Stammlösung 
+ 8 ml PSA 
+ 442 ml Aqua dest. 
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PBS 
1 PBS-Tablette auf 500 ml Aqua bidest. 
 
2.1.6.1 Gebrauchslösungen für Western Blot-Analyse 
RIPA-Puffer                                                                         
50 mM Tris                                                                           
150 mM NaCl  
0,5 % Desoxycholat  
1 % IGEPAL 
0,1 % SDS 
Lyse-Puffer 
RIPA-Puffer 
50 mM Sodium Orthovanadate 
0,5 M NaF 
Sammelgel 4,6 %                               Trenngel 10 % 
8,7 ml Aqua bidest.                                       8,2 ml Aqua bidest. 
3,8 ml 4x UT                        5,0 ml 4x LT  
2,3 ml Rotiphorese Gel 30     6,6 ml Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid,  
60  µl Temed      Bisacrylamid) 
90 µl 10 % Ammoniumpersulfat  25,2 µl Temed 
                     120 µl 10 % Ammoniumpersulfat 
 
4x Upper Tris Puffer (UT)                           4x Lower Tris Puffer (LT) 
0,5 M Tris                                                    1,5 M Tris 
0,4 % SDS                                                   0,4 % SDS 
pH 6,8                                                          pH 8,8  
APS-Lösung 
10 % Ammoniumpersulfat  
2x Proteinladepuffer 
20 % Glycerin 
6 % SDS 
1x Upper Tris 
10 % ß-Mercaptoethanol 
2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 
0,02 % Bromphenolblau 
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Aqua bidest. ad 25 ml 
SDS- Laufpuffer  
0,025 M Tris 
0,192 M Glycin 
0,1 % SDS  
SDS-Lösung 
20 % Natriumdodecylsulfat 
Anodenpuffer I/II 
30/300 mM Tris ad 1 l Aqua bidest. 
Kathodenpuffer  
25 mM Tris 
40 mM 6-Aminohexansäure ad 1 l Aqua bidest. 
TBST-Puffer 
20 mM Tris-HCl 
0,5 M NaCl 
Tween-20 
Antikörper-Puffer und Blocking-Puffer 
5 % Milchpulver in TBST  
Pierce ECL Western Blot Substrat 
Peroxidase Lösung 
Luminol Enhancer Lösung 
 
2.1.7 Gebrauchschemikalien 
Alizarin-Rot         Sigma, Steinheim 
Alzianblau       Merck, Darmstadt 
Ammoniumpersulfat                                                  Sigma, Steinheim 
Aqua ad iniectabilia                                                   Delta Select, Pfullingen 
ß-Mercaptoethanol                                                       Sigma, St.Louis 
Bromphenolblau                                                       Serva, Heidelberg 
BSA, 98 %                                                          Sigma, Steinheim 
CASYTON                                                       Schärfe System, Reutlingen 
Chemilumineszenzsubstrat       SuperSignal West Pico    Pierce, Thermo scientific,  
        USA    
Collagenase I                                                              Wharthington, Lakewood 
DAPI-I-Kernfärbung                                                       Abbott Molecular Inc, USA 
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DMSO                                                                         Merck, Darmstadt 
Eosin                                                                            Sigma, Steinheim 
Fluorescent Mounting Medium                                        DAKO Cytomation,   
        Dänemark 
Glucose-Monohydrat                                                 Merck, Darmstadt 
Glyceringelatine                                                         Merck, Darmstadt 
Hämalaun                                                                     Merck, Darmstadt 
HCl                                                                          Merck, Darmstadt 
Hepes                                                                           Merck, Darmstadt 
Igepal (NP-40)                                                             Sigma, Steinheim 
KCl                                                                             Merck, Darmstadt 
Kernechtrot                                                                     Merck, Darmstadt 
Luminol Enhancer Lösung                                             Thermo Scientific Pierce 
(Western blot Substrat)     Protein Research Products,  
        USA 
Magermilchpulver                                                          Merck, Darmstadt 
Marker Protein 100 kDa (Full Range Rainbow)            Invitrogen, USA 
NaCl                                                                                VWR, Leuven 
NaF                                                                Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat                                                 Biochemika 
Natriumthiosulfat-Pentahydrat                                    Merck, Darmstadt 
Natronlauge 1 N                                                           Merck, Darmstadt 
Oil red O                                                                    Sigma, Steinheim 
Paraformaldehyd (=Formalin)                                    Merck, Darmstadt 
PBS                                                                             GIBCO BRL, Schottland 
Peroxidaselösung                                                        Thermo Scientific Pierce  
(Western Blot Substrat)                                                   Protein Research Products,  
        USA 
Pikrinsäure, wässrig, ungesättigt                     Hausapotheke  
Pikrofuchsin       Chroma, Münster 
Poly-L-Lysin                                                  Sigma, Steinheim 
Rotiphorese Gel 30      Roth, Karlsruhe 
Schiffs Reagenz                                                       Merck, Darmstadt 
SDS                                                                          Serva, Heidelberg 
Silbernitrat                                                               Merck, Darmstadt  
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Siriusrot                                                                        Chroma, Münster 
Sodium Orthovanadate                                                Sigma, Steinheim  
Temed                                                                         Sigma, Steinheim 
Tris                                                                             Sigma, Steinheim  
Trypsin/ EDTA (0,25%) für Fibroblasten                  Gibco, Auckland 
Trypsin/ EDTA ( 0,1%) für BM-hMSC und UC-hMSC       Lonza, Walkersville, USA  
Trypsin/ EDTA (2,5%) für Zellisolation aus Gewebe     Gibco, Auckland 
Triton-X-100                                                                 Sigma, Steinheim 
Tween-20                                                                       Merck, Darmstadt 
VitroClud                                                                    Langenbrinck, Teningen 
Weigerts Resorcin Fuchsin     Chroma, Münster 
Zitronensäure-Monohydrat                                        Merck, Darmstadt 
 
2.1.8 Lösungsmittel 
Ethanol                                                                     Merck, Darmstadt 
Methanol        Merck, Darmstadt 
Xylol         VWR BDH Prolabo,   
        Frankreich 
Isopropanol       Merck, Darmstadt 
 
2.1.9 Antikörper 
2.1.9.1 Primärantikörper 
Antikörper Klonalität, 
Herkunft 
Verdünnung Vorbehandlung Hersteller 
Pan-CK Monoklonal, 
Maus 
1:200 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
CK 5/6 Monoklonal, 
Maus 
1:100 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
CK10/13 Monoklonal, 
Maus 
1:500 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
Ki 67 (MIB-1) Monoklonal, 
Maus 
1:1000 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
p63 Monoklonal, 
Maus 
1:20 Mikrowelle CALBIOCH
EM, 
Darmstadt 
E-Cadherin Monoklonal, 
Maus 
1:50 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
SMA  Monoklonal, 
Maus 
1:500 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
Laminin Monoklonal, 
Maus 
1:50 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
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Desmin Monoklonal, 
Maus 
1:500 Mikrowelle DAKO, 
Dänemark 
OPN (FL-314) Polyklonal, 
Kaninchen 
1:100 Citrat Puffer, 
60 °C Wasserbad 
Santa Cruz 
Bio-
technology, 
USA 
MMP-1 Monoklonal, 
Maus  
1:400 Citrat Puffer, 
60 °C Wasserbad 
Merck, 
Darmstadt 
MMP-2 Monoklonal, 
Maus 
1:50 Citrat Puffer, 
60 °C Wasserbad 
Merck, 
Darmstadt 
MMP-13 Monoklonal, 
Maus 
1:50 Citrat Puffer, 
60 °C Wasserbad 
Merck, 
Darmstadt 
ß-Actin Polyklonal, 
Kaninchen 
1:1000 keine  
Kollagen IV Monoklonal, 
Maus 
1:10 Citrat Puffer, 
60 °C Wasserbad 
Biologo, 
Kronshagen 
 
2.1.9.2 Sekundärantikörper 
Sekundär 
Antikörper 
Klonalität, 
Herkunft 
Verdünnung Hersteller 
Alexa 546 Monoklonal,  
Esel 
1:400 Molecular Probes, 
Invitrogen detection 
technologies, Oregon, 
USA, Leiden, Niederlande 
Cy 3 Monoklonal, 
Ziege 
1:1000 Dianova, Hamburg 
 
Alexa 488 Monoklonal, 
Ziege 
1:400 Molecular Probes, 
Invitrogen, 
Oregon, USA 
HRP-gekoppelter 
Sekundärantikörper  
Monoklonal, 
Ziege 
1:10.000 Santa Cruz Biotechnology, 
USA 
 
2.1.10 Kits 
2.1.10.1 Qiagen RNeasy-Kit                              
RLT-Puffer                                 Qiagen, Hilden 
RW1 Puffer          Qiagen, Hilden 
RPE- Puffer          Qiagen, Hilden 
Rnase freies H2O        Qiagen, Hilden 
Qia-Shredder          Qiagen, Hilden 
Rneasy-Säule             Qiagen, Hilden 
 
2.1.10.2 cDNA ReverseTranscriptase Kit            
      Applied Biosystems, 7300 Real-Time PCR  
                                                            System, Foster City, CA 
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2.1.10.3 Power SYBR Green PCR Master Mix    
      Applied Biosystems, 7300 Real-Time PCR  
                                                        System, Foster City, CA 
 
2.1.11 Primer für RT-PCR 
Name Nucleotidsequenz Annealing 
Temp. 
(°C) 
Produkt in 
bp 
GAPDH Fw 5´- GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3´ 57 289 
 Rv 5´- TGGACTCCACGACGTACTCA-3´   
AP Fw 5´-TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA-3´ 60 453 
 Rv 5´-CCTGACCATGAGTCTGTTGCTCTA-3´   
OPN Fw 5´-CTAGGCATCACCTGTGCCATACC-3´ 60 330 
 Rv 5´-CTACTTAGACTACTTGACCAGTGAC-
3´ 
  
Kollagen 
I 
Fw 5´-TGACCTCAAGATGTGCCACT-3´ 56 197 
 Rv 5´-ACCAGACATGCCTCTTGTCC-3´   
Kollagen 
III 
Fw 5´-GGGAACAACTTGATGGTGCT-3´ 54 173 
 Rv 5´-CCTCCTTCAACAGCTTCCTG-3´   
Kollagen 
IV 
Fw 5´-GGATCGGCTACTCTTTTGTGATG-3´ 54 152 
 Rv 5´-AAGCGTTTGCGTAGTAATTGCA-3´   
 
2.1.12 Software 
Nanodrop ND 1000  Version 3.5.2, Peq Lab Biotechnologie, Erlangen  
Discus    Version 4.30.652,  Carl H. Hilgers, Technisches Büro  
    Königswinter, Deutschland 
ImageJ         Version 1.42j, Wayne Rasband, National Institutes of  
    Health, Bethesda 
GraphPad Prism™ 4.0         Graph Pad Software Inc., San Diego, Californien, USA 
FlowJo    Version 7.5, Tree Star Inc., Ashland, Oregon, USA 
SPSS    Version 12.0, SPSS Inc., Chicago, USA 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Zellbiologische Methoden 
2.2.1.1 Isolation humaner mesenchymaler Stammzellen aus der Nabelschnur  
Die Nabelschnüre wurden nach Zustimmung der Patienten von der Frauenklinik-
Gynäkologie und Geburtshilfe der RWTH Aachen zur Verfügung gestellt.  
Sie wurden maximal drei Tage bis zur Verarbeitung in Hepes Transportpuffer bei + 4 
°C gelagert. Die Isolation der UC-hMSC aus Nabelschnüren erfolgte in Anlehnung an 
Protokolle von Wang und seinen Mitarbeitern (2004). 
Die Nabelschnur wurde in 2-3 cm breite Stücke geschnitten und in steriler NaCl-Lösung 
von Blutresten gereinigt. Mit einem sterilen Skalpell erfolgte ein Schnitt längs zwischen 
die Gefäße, die anschließend mit einer sterilen Pinzette gezogen werden konnten. Die 
Whartonsche Sülze konnte so ohne eine Kontamination mit Endothelien oder Zellen des 
umhüllenden Amnionepithels mit dem Skalpell abgeschabt und in ein Falkonröhrchen 
mit 10 ml vorgewärmter Collagenase (2 mg/ml Collagenase 1 (172 U/ml) in 
serumfreiem DMEM Medium gelöst) überführt werden.  
Nach einer ca. 24-stündigen Inkubation im Brutschrank konnte die Isolation der UC-
hMSC fortgesetzt werden. Die Collagenase wurde mit 10 ml Stammzellmedium 
abgestoppt. Nach der Zentrifugation bei 1200 rpm für 8 Minuten erfolgte der erste 
Waschschritt, d.h. der Überstand wurde dekantiert und in 4 ml Trypsin/EDTA (2,5 %) 
resuspendiert. Es folgte eine 20- bis 30-minütige Inkubation im Wasserbad. Die 
Enzymreaktion wurde darauffolgend mit 20 ml Medium abgestoppt. Nach einem 
weiteren Waschschritt mit Stammzellmedium, welcher der Trennung der UC-hMSC 
vom Gewebe der Whartonschen Sülze diente, wurde die Zellsuspension in eine T 75 
Zellkulturflasche überführt.  
Nach 3-tägiger Inkubation der Zellen im Brutschrank, konnte das Medium abgesaugt 
und im Anschluss an eine Spülung mit PBS zum Entfernen nicht adhärenter, 
unerwünschter hämatopoetischer Zellen durch 10 ml frisches Medium ersetzt werden. 
Der Mediumwechsel wurde zweimal pro Woche durchgeführt. 
 
2.2.1.2 Isolation humaner adulter mesenchymaler Stammzellen aus dem 
Knochenmark  
Spongiosa und Knochenmarksaspirat wurden unter Zustimmung der Patienten von der 
Klinik für Orthopädie und Unfallchirurgie mit Schwerpunkt Orthopädie der RWTH 
Aachen bei Implantationen von Hüft-Totalendoprothesen aus dem Femur gewonnen. 
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Die Isolierung der mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark orientierte sich 
an dem Protokoll von Haynesworth et al. (1992), das von Pittenger et al. (1999) 
modifiziert wurde. 
Das Aspirat wurde zu gleichen Teilen mit Stammzellmedium gemischt, gevortext und 
das Zellpellet nach einer 10-minütigen Zentrifugation bei 1200 rpm mit 10 ml Medium 
resuspendiert, um die Zellsuspension anschließend auf eine T 75 Zellkulturflasche 
auszuplattieren. 
Die Spongiosa wurde zusammen mit 5 ml Medium gevortext, um das Knochenmark 
vom Trabekelwerk zu trennen, und dann mit Hilfe einer sterilen 20 ml Spritze mit 20 g 
Kanüle mehrmals durchspült, um das Mark herauszulösen. Dieses wurde in ein 
Falkonröhrchen überführt und die Prozedur so lange wiederholt, bis sich die rötliche 
Spongiosa vollständig entfärbt hatte. Das sich in Suspension befindende Knochenmark 
wurde bei 1200 rpm 10 Minuten lang zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Die 
in 10 ml Medium resuspendierten Zellen wurden in eine T 75 Zellkulturflasche 
ausgesät. 
Die Kultivierung der Zellen aus Aspirat und Spongiosa erfolgte über Nacht im 
Brutschrank. Nach 24 Stunden wurde das Medium zum ersten Mal gewechselt und die 
hämatopoetischen, nicht adhärenten Zellen des Knochenmarks mit PBS herausgespült. 
Die Plastikadhärenz der Stammzellen stellte somit den primären Selektionsfaktor dar. 
Das Medium wurde zweimal in der Woche gewechselt. 
 
2.2.1.3 Isolation humaner Fibroblasten aus Haut 
Zur Isolation von Fibroblasten wurden Voll- bzw. Spalthautreste, die von der 
Plastischen Chirurgie der RWTH Aachen zur Verfügung gestellt wurden, verwendet. 
Die Dermis wurde nach Ablösung der Epidermis über ca. 24 Stunden in 4 ml 
Collagenase I (2 mg/ml) inkubiert und anschließend mit 5 ml PBS aufgefüllt und 
geschüttelt. Große Dermisstücke wurden mit einer sterilen Pinzette entfernt bevor das 
Zellgemisch bei 1200 rpm 10 Minuten zentrifugiert wurde. Nach Dekantierung des 
Überstands und Resuspension in 10 ml frischem Medium erfolgte der Transfer in eine T 
75 Zellkulturflasche. 
Nach 3 Tagen Inkubation im Brutschrank wurden eine Spülung mit PBS und der erste 
Mediumwechsel durchgeführt. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte der Mediumwechsel 
dreimal pro Woche. 
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2.2.1.4 Zellkultur 
2.2.1.4.1 Mediumwechsel  
Bei den in Kultur gehaltenen Zellen musste je nach Zellart in unterschiedlichem 
Intervall der Mediumwechsel erfolgen: Bei Stammzellen zweimal, bei Fibroblasten 
dreimal in der Woche. Dazu wurde das Medium in der Zellkulturflasche mit einer 
sterilen Pasteur-Pipette abgesaugt und durch frisches + 37 °C warmes Medium ersetzt. 
Zuvor wurden die Zellen unter dem Mikroskop auf Vitalität und Konfluenz hin 
untersucht.  
 
2.2.1.4.2 Passagieren von Zellen 
Sobald die Zellen eine Konfluenz von 70-80 % erreichten, mussten sie passagiert 
werden, da durch zelluläre Kontaktinhibition ein weiteres Wachstum verhindert wird. 
Um die Zellen einer Zellkulturflasche zu passagieren, wurde zuerst das Medium mittels 
steriler Pasteur-Pipette abgesaugt und die Zellen mit PBS gespült. Die Inkubation mit 4 
ml Trypsin (0,1 % für Stammzellen; 0,25 % für Fibroblasten) im Brutschrank erfolgte 
für Fibroblasten 3 Minuten, für mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark und 
aus der Nabelschnur 8 Minuten lang. Die Enzymreaktion wurde mit 6 ml Medium 
gestoppt und die Zellen zusätzlich durch Spülen des Flaschenbodens mechanisch gelöst. 
Die Zellsuspension wurde in ein Falkonröhrchen überführt und bei 1200 rpm 10 
Minuten zentrifugiert. Die Aussaat der Stammzellen erfolgte in einer Zelldichte von 
5000 Zellen/cm2. Fibroblasten wurden unabhängig von ihrer Zellzahl von einer auf vier 
Zellkulturflaschen aufgeteilt. 
Nach ca. 4 Stunden waren die Zellen adhärent und zeigten unter dem Mikroskop ihre 
typische spindelförmige Morphologie. 
Zu beachten ist, dass sich die Funktionalität und Vitalität der Zellen mit zunehmender 
Passagezahl einschränkt. Fibroblasten wurden daher nur bis Passage 12, hMSC aus dem 
Knochenmark bis Passage 5 und aus der Nabelschnur bis Passage 7 verwendet. 
 
2.2.1.4.2.1 Elektronische Zellzahlbestimmung 
Die Bestimmung der in der Kulturflasche enthaltenen Zellzahl erfolgte mit Hilfe des 
Casy I. Dazu wurde die Zellsuspension mit CasyTon-Lösung, einer isotonen 
Salzlösung, welche Zellaggregationen verhindert und die Zellen während der Messung 
stabilisiert, 1:100 verdünnt. Das Casy I funktioniert nach dem Prinzip der 
Partikelmesstechnik mit Widerstandsmessung. Die Zellen im Casy Cup werden einzeln 
durch eine 150 µm breite Kapillare gesogen und verdrängen je nach ihrem Volumen 
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eine unterschiedlich große Menge der Elektrolytlösung. Dies führt zu einer verschieden 
starken Erhöhung des Widerstands, der durch eine angelegte Spannung erzeugt wird. 
Tote Zellen und Zellfragmente können auf diese Weise über ihren zu kleinen 
Durchmesser detektiert werden und gehen nicht in die Berechnung der Zellzahl ein. Die 
Zellzahl wird pro ml angegeben und muss auf die Ausgangsmenge hochgerechnet 
werden. 
 
2.2.1.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zellen können eingefroren werden, um sie über einen längeren Zeitraum zu lagern und 
erst bei Bedarf wieder aufzutauen. Die Zellen einer T 175 Zellkulturflasche wurden in 
zehn, die einer T 75 Zellkulturflasche in drei Kryoröhrchen eingefroren. In jedes 
Kryoröhrchen wurden 500 µl einer Dimethylsulfoxid-Medium-Mischung im Verhältnis 
von 1:5 vorgelegt und bei + 4 °C kühl gestellt, da DMSO bei Raumtemperatur 
zytotoxisch wirkt. Es verhindert während des Einfrierens die Eiskristallbildung in den 
Zellen durch Bildung feiner Membranläsionen, über die das Zellwasser entweichen 
kann. Die einzufrierenden Zellen wurden, wie für das Passagieren beschrieben, 
trypsiniert und nach der Zentrifugation in Medium resuspendiert. 500 µl der 
Zellsuspension wurden pro Kryoröhrchen zum DMSO-Medium-Gemisch hinzugefügt. 
Der Einfrierprozess erfolgte in drei Stufen. Nach einer Stunde bei - 20 °C sollten die 
Zellen für ca. 24 Stunden im - 80 °C Gefrierschrank gelagert werden, um sie am 
nächsten Tag in die Gasphase von flüssigem Stickstoff (- 180 °C) zu transferieren.  
Der Auftauprozess soll rasch erfolgen. Dazu wurden die Kryoröhrchen kurz im 
Wasserbad angetaut, in vorgelegtes Medium in einem Falkonröhrchen überführt und 
anschließend bei 1200 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert 
und das Pellet in der erforderlichen Menge Medium resuspendiert. Äquivalent zum 
Einfrieren wird der Inhalt von drei Kryoröhrchen wieder auf eine T 75 Zellkulturflasche 
ausplattiert. Nach spätestens 24 Stunden musste das Medium gewechselt und das noch 
vorhandene DMSO mit 5-6 ml PBS ausgewaschen werden um zytotoxische Schäden zu 
vermeiden. 
 
2.2.2 Dermale Äquivalente aus Kollagen 
2.2.2.1 Herstellung und Transfer der Zellen 
Die Versuche zum Nachweis der osteogenen und epidermalen Differenzierung wurden 
in 12-Transwell-Platten (4 cm²) durchgeführt. Transwells sind 12 mm durchmessende 
Einsätze für Kulturplatten mit einer 0,4 µm Poren-Membran, die eine Trennung der 
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normalen Kulturplatte in zwei Kompartimente erlauben. Im unteren Kompartiment 
befand sich Medium, das die Zellen und das Kollagen im oberen Kompartiment per 
Diffusion erreichte. Die Herstellung der dermalen Äquivalente orientierte sich am 
Protokoll von Stark et al. (2004) und wurde in der Pathologie für die Differenzierung 
von BM-hMSC modifiziert (Schneider et al. 2008): Die Basis der dermalen Äquivalente 
stellte + 4 °C kaltes Kollagen G (3 mg/ml Kollagen I/III in 12 mM HCL), mit einem 
Endvolumen von 80 % dar. Dieses wurde mit 10fach DMEM (4,5 g/l D-Glucose) mit 
einem Anteil von 10 % am Gesamtvolumen gemischt. Diese saure Lösung wurde durch 
Zugabe von 1 M NaOH bis zum Farbumschlag neutralisiert (pH ca. 7,4). Um den 
Einfluss des Stromas auf die epidermale Differenzierung der mesenchymalen 
Stammzellen beurteilen zu können, wurden Kollagene mit Fibroblasten hergestellt 
(=dermale Äquivalente). Die Fibroblasten in Medium mit einem Anteil von 10 % des 
Gesamtvolumens wurden dem Kollagen in einer Konzentration von 750.000/ml 
zugegeben. Bei den zellfreien Kollagenen zur Differenzierung in Osteoblasten und 
Adipozyten wurden lediglich 10 % Fibroblastenmedium hinzugefügt. Die jeweils 
notwendige Kollagenmenge konnte nun in die Transwell-Platten gefüllt werden. Nach 
ca. einer Stunde im Brutschrank polymerisierten die Kollagene, so dass sie mit jeweils 1 
ml Fibroblastenmedium von oben und unten bedeckt werden konnten. Bis zur Aussaat 
der jeweiligen Stammzellen auf die Kollagene musste mindestens drei bis vier Tage bis 
zur vollständigen Festigung der Kollagene gewartet werden. Die Zellen aus der 
Nabelschnur und dem Knochenmark wurden in einer Dichte von 250.000/10 µl auf die 
Kollagene ausgesät. Nach ca. drei Stunden konnte sowohl in das obere als auch das 
untere Kompartiment Medium pipettiert werden. Am nächsten Tag wurde die 
Differenzierung gestartet.  
 
2.2.3 Multipotenznachweis humaner mesenchymaler Stammzellen aus dem 
Knochenmark und der Nabelschnur 
Um ihre Multipotenz zu beweisen, wurden Stammzellen aus Knochenmark und 
Nabelschnur unter adipogenen und osteogenen Bedingungen sowohl im zwei- als auch 
dreidimensionalen Kultursystem nach Protokollen von Pittenger et al. (1999) kultiviert. 
 
2.2.3.1 Multipotenznachweis auf Glas  
Für die adipogene Differenzierung wurden 80.000 Zellen/cm², für die osteogene 32.000 
Zellen/cm² auf 4-Well-Platten bzw. 8er Labtecs in Stammzellmedium ausgesät. Am 
folgenden Tag musste das Stammzellmedium durch osteogenes Induktionsmedium bzw. 
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adipogenes Induktionsmedium ersetzt werden. Die jeweiligen Medien wurden zweimal 
in der Woche erneuert, wobei bei der adipogenen Kultivierung ein Wechsel zwischen 
adipogenem Induktions- und Erhaltungsmedium stattfand. Nach 21 Tagen erfolgte die 
Beurteilung des osteogenen Differenzierungsgrads mittels Alizarin-Rot-Färbung (siehe 
unter 2.2.5.1.5.2) und des adipogenen Differenzierungsgrads mittels Oil red O-Färbung 
(siehe unter 2.2.5.1.5.3). 
 
2.2.3.2 Multipotenznachweis auf einem 3D-Kollagengel  
Um den Erhalt der multipotenten Eigenschaften der mesenchymalen Stammzellen bei 
der Kultivierung auf Kollagenen mit Luftkontakt zu zeigen, wurden diese in einer 
Konzentration von 250.000 Zellen/10 µl Stammzellmedium auf die Kollagene ausgesät 
(siehe unter 2.2.2.1). Zur osteogenen Differenzierung erfolgte die Behandlung mit 
osteogenem Induktionsmedium, zur adipogenen Differenzierung abwechselnd mit 
adipogenem Induktions- und Erhaltungsmedium. Der Mediumwechsel erfolgte dabei 
alle 3-4 Tage. Nach einem Zeitraum von 21 Tagen wurden die Kollagene histologisch 
aufbereitet (siehe unter 2.2.5.2). Der Differenzierungserfolg wurde mittels 
immunhistochemischen Nachweises von Osteopontin, PEBP2αA (siehe unter 2.2.6.3), 
molekularbiologischem Nachweis der Osteoblasten-spezifischen Gene alkalischer 
Phosphatase und Osteopontin mittels PCR sowie der von Kossa- und Alizarin-Rot-
Färbung bewertet. Das Ausmaß der adipogenen Differenzierung wurde mit Hilfe von 
HE- und Toluidinblau-Färbung, welche in der Elektronenmikroskopie des 
pathologischen Instituts der RWTH Aachen durchgeführte wurde, beurteilt.  
 
2.2.4 Zwei verschiedene Kultivierungsmodifizierungen bei der epidermalen 
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen auf dermalen Äquivalenten  
2.2.4.1 Stimulation mit 5-Azacytidin  
Die Behandlung mesenchymaler Stammzellen mit dem demethylierenden Agens fand 
24 Stunden vor ihrer epidermalen Differenzierung auf Kollagenen unter Kultivierung 
mit Luft und Keratinozytenmedium statt. Dazu versetzte man 10 ml Stammzellmedium 
in einer Zellkulturflasche mit 10 µM 5-Azacytidin und führte nach 24 Stunden eine 
PBS-Spülung durch. Anschließend konnten die Zellen trypsiniert und in einer Dichte 
von 250.000 Zellen/10 µl auf die Kollagene aufgebracht werden. Der Wechsel des 
Keratinozytenmediums erfolgte alle zwei Tage. 
 
 
___________________________________________________Material und Methoden 
 
40 
2.2.4.2 Stimulation mit all-trans-Retinsäure  
Die unter Luftkontakt auf den dermalen Äquivalenten kultivierten mesenchymalen 
Stammzellen wurden alle zwei Tage durch Keratinozytenmedium mit 0,5 µM all-trans-
Retinsäure stimuliert. 
 
2.2.5 Histologische Arbeitsmethoden 
2.2.5.1 Fixierung 
2.2.5.1.1 Differenzierung auf Glas  
Bei den adipogen induzierten Zellen und der zugehörigen Kontrolle erfolgte die 
Fixierung mittels 50 % Ethanol, bei osteogen differenzierten Zellen und der 
zugehörigen Kontrolle mittels 70 % Ethanol. Bei dieser Art der Fixierung blieben die 
Fettvakuolen erhalten und konnten spezifisch gefärbt werden.  
 
2.2.5.1.2 Differenzierung auf Kollagenen  
Zur histologischen Aufarbeitung wurden die Kollagene formalinfixiert. Dazu wurde das 
Medium abgenommen und die Kollagene zweimal mit PBS gespült, um restliches 
Medium zu entfernen. Die Kollagene wurden zur Fixierung in den Transwell-Platten 
mit 10 % Formaldehyd bedeckt und mehrere Stunden bei + 4 °C gelagert. Die 
zugeschnittenen Kollagene überführte man in mit Filterpapier ausgelegte 
Einbettkassetten. 
 
2.2.5.2 Einbettung 
Bevor das Gewebe in wasserunlösliches Paraffin eingebettet werden konnte, musste es 
in aufsteigender Alkoholreihe entwässert werden. Diese wurde nach folgendem 
Protokoll im Rahmen der histologischen Routine des pathologischen Instituts der 
RWTH Aachen im Einbettautomaten durchgeführt: 
1x 90 min: 50 % Alkohol 
2x 90 min: 70 % Alkohol 
2x 90 min: 80 % Alkohol 
1x 90 min: 96 % Alkohol 
2x 90 min: 100 % Alkohol 
Nach 2x 90-minütiger Verdrängung des Alkohols durch das Intermedium Histo Clear 
erfolgte die Überführung des Gewebes in heißes Paraffinwachs. 
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2.2.5.3 Ausblocken  
Das paraffinierte Gewebestück wurde mit seiner Schnittkante auf dem Boden einer mit 
flüssigem Paraffin gefüllten Edelstahl-Ausgussform ausgerichtet und mit Paraffin 
bedeckt, so dass nach Erkaltung in der Kapsel ein Paraffinblock entstand. Nach 
Entfernung von überschüssigem Paraffin am Rand der Kapsel konnte der Block in das 
Spannklammerwechselsystem des Rotationsmikrotoms eingespannt werden.  
 
2.2.5.4 Schneiden 
Die vorgekühlten Paraffinblöcke wurden in das Rotationsmikrotom (Leica RM 2145) 
eingespannt und zum Anschnitt des Gewebes mit 10 µm dicken Schnitten getrimmt. Die 
1,5 µm dicken Schnitte wurden zum Strecken auf das ca. 45 °C warme Wasserbad 
gelegt, um sie danach auf zuvor mit Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger bzw. 
Objektträger für die Immunhistologie ziehen zu können. 
 
2.2.5.5 Färbungen 
Die Paraffinschnitte mussten vor der Färbeprozedur entparaffiniert werden. Dies 
erfolgte durch 30-minütige Lagerung in einem + 60 °C warmen Trockenschrank und 
10-minütige Inkubation in Xylol. Die anschließende absteigende Alkoholreihe (jeweils 
10 Minuten 100 % Ethanol, 96 % Ethanol, 70 % Ethanol) diente dazu, das Gewebe 
wieder zu rehydrieren. An den letzten Waschschritt in 70 % Ethanol schloss sich eine 
Spülung in Aqua dest. an.  
 
2.2.5.5.1 Hämatoxilin-Eosin (HE) 
In der HE-Färbung, einer Übersichtsfärbung, werden saure Moleküle wie Kerne, 
Bakterien, saure Schleimsubstanzen oder Knorpelgrundsubstanz und Kalk durch das 
Hämatoxilin blau gefärbt, während das Zytoplasma und Kollagen rot erscheinen. 
Nach 10-minütiger Färbung der Schnitte in Hämalaun wurden diese 5-10 Minuten durch 
die oxidativen Eigenschaften der Ionen im Leitungswasser gebläut und anschließend 45 
Sekunden mit Eosin gefärbt. Die Dehydrierung fand in der aufsteigenden Alkoholreihe 
bis zum Xylol statt. Danach konnte die Versiegelung der Präparate mit Vitro Clud 
erfolgen. 
 
2.2.5.5.2 Alizarin-Rot 
Diese Färbung dient der Darstellung von Calciumablagerungen, die rot erscheinen, und 
somit dem Nachweis osteogener Matrix. 
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Die Schnitte wurden 10 Minuten in Alizarin-Rot geschwenkt und danach dreimal in 
PBS gewaschen. 
Auf Glas kultivierte Zellen fixierte man 1 Stunde mit eiskaltem 70 % Ethanol bevor sie 
dreimal in Aqua dest. gewaschen und mit Alizarin gefärbt werden konnten. Die Schnitte 
wurden in Glyceringelatine eingedeckelt. 
 
2.2.5.5.3 Oil red O 
Durch die Oil red O-Färbung gelingt der Nachweis vorhandener Lipidvakuolen, die sich 
rot färben, und somit die Bestätigung einer adipogenen Differenzierung. Durch 
Gegenfärben mit Hämalaun erscheinen die Zellkerne blau.  
Die auf Glas kultivierten und adipogen induzierten Zellen konnten nach mindestens 30-
minütiger Fixation in 50 % Ethanol für 10 Minuten mit Oil red O gefärbt werden. Daran 
schloss sich eine Spülung in 50 % Ethanol und Aqua dest. sowie eine 3-minütige 
Hämalaun-Gegenfärbung an. Abschließend erfolgte ein 10-minütiges Bläuen in 
Leitungswasser. Die Versiegelung der Schnitte wurde mit Glyceringelatine 
durchgeführt.  
 
2.2.5.5.4 Siriusrot 
Die Siriusrot-Färbung ist spezifisch für Kollagen I, das sich unter dem 
Polarisationsmikroskop rot-orange darstellt, sowie für Kollagen III, das sich grün-
weißlich färbt.  
Die Schnitte wurden im Dunkeln 60 Minuten in Siriusrot gefärbt und darauf folgend 2 
Minuten in 0,01 N Salzsäure inkubiert. Nach 30 Sekunden Waschung in Aqua dest. 
wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe bis zum Xylol wieder dehydriert und 
in Vitro Clud eingedeckelt. 
 
2.2.5.5.5 Elastica von Gieson 
Diese Färbung eignet sich zur Darstellung von Bindegewebe, insbesondere elastischer 
Fasern, die sich ebenso wie Zellkerne schwarz färben. Kollagenes Bindegewebe 
erscheint in dieser Färbung rot, Muskulatur und Zytoplasma gelb.  
Nach jedem Kontakt der Schnitte mit einer Färbelösung wurde ein Waschschritt mit 
Aqua dest. durchgeführt. 
Der Entparaffinierung der Schnitte folgte eine 15-minütige Färbung in Resorcein-
Fuchsin. Nach Differenzierung der Schnitte in 80 % Alkohol wurden diese in Aqua 
dest. gespült und zur Kernfärbung für 5 Minuten in frische Weigert A und B 
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Färbelösung überführt. Die Differenzierung der Färbung erfolgte durch kurze 
Inkubation in 0,5 % HCl-Alkohol (70 %ig). Anschließend erfolgte eine erneute Aqua 
dest.-Spülung und Bläuung in mit Calciumcarbonat versetztem warmem Aqua dest.. Es 
schloss sich eine 3-minütige Färbung in Pikrofuchsin, Dehydrierung in Xylol und 
Versiegelung der Schnitte mit Vitro Clud an.  
 
2.2.5.5.6 Perjodsäure-Schiffsches Reagenz (PAS)  
Durch diese Spezialfärbung gelingt der histochemische Nachweis von (Muco-) 
Polysacchariden, Muco- und Glucoproteinen (Muzine), Gluco- und Phospholipiden 
(Basalmembranen) sowie von Pilzen und Parasiten, die sich allesamt leuchtend purpur 
darstellen. Zellkerne färben sich blau.  
Die wässrige Perjodsäure spaltet und oxidiert die freien 1,2-glykosidischen Gruppen der 
Kohlenhydrate zu Aldehyden, die sich nach Inkubation mit Leukofuchsin (Schiffs-
Reagens) durch Bildung eines roten basischen Farbstoffs darstellen lassen. 
Die Färbung erfolgte im Färbeautomat des Instituts für Pathologie der RWTH Aachen 
nach folgendem Protokoll: Der Arbeitsgang begann nach Durchlaufen der absteigenden 
Alkoholreihe mit einer 5-minütigen Inkubation der Schnitte in wässriger 0,75 % 
Perjodsäure. Im Dunkeln folgte die Inkubation in Schiffs-Reagens für 15 Minuten und 
direkt im Anschluss in Schwefeldioxid (SO2H2O) für 2 Minuten. Anschließend wurden 
die Kerne 10 Minuten in Hämalaun gegengefärbt und 5 Minuten in Leitungswasser 
gebläut. Nach jedem Schritt erfolgte die Spülung mit Aqua dest. 
Die Färbung wurde abgeschlossen durch die aufsteigende Alkoholreihe bis hin zum 
Xylol und die anschließende Versiegelung der Schnitte. 
 
2.2.5.5.7 Alzianblau-PAS 
Die Alzianblau-PAS-Färbung ist eine Spezialfärbung für Muzine. Bei einem pH von 2,5 
werden die sauren Glykosaminoglykane mit Carboxyl- oder Sulfatgruppe blau 
angefärbt, im Gegensatz zur isolierten PAS-Färbung, bei der die neutralen 
Mucosubstanzen ohne Carboxyl- oder Sulfatgruppe nachgewiesen werden. 
Die Färbung wurde im Färbeautomaten im Institut für Pathologie der RWTH Aachen 
durchgeführt. An die absteigende Alkoholreihe schloss sich eine 10-minütige Färbung 
mit Alzianblau bei pH 2,5 an. Nach einem 5-minütigen Waschschritt und Spülung der 
Schnitte in Aqua dest. für 30 Sekunden folgten die für die PAS-Färbung unter 2.2.5.5.6 
beschriebenen Arbeitsschritte.  
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2.2.5.5.8 Von Kossa 
Diese Färbung weist kalkhaltige und kalkproduzierende Zellen, d.h. Osteoblasten, 
mittels Silbernitrat als braun-schwarze Ablagerungen nach. Nach einstündiger 
Inkubation der Gewebeschnitte in 5 % Silbernitrat unter einer UV-Lampe und 
anschließender Spülung in Aqua dest. erfolgte die Fixierung in 1 % Natriumthiosulfat 
für 1 Minute. Nach erneuter Spülung des Gewebes in Aqua dest. wurden die Kerne 5 
Minuten in Kernechtrot gegengefärbt und erschienen im histologischen Bild rot. Im 
Anschluss an die aufsteigende Alkoholreihe konnten die Schnitte versiegelt werden. 
 
2.2.6 Proteinbiochemische Methoden  
2.2.6.1 Immunhistochemie 
2.2.6.1.1 Vorbehandlung der Präparate  
Durch die Formalinfixierung und Einbettung in Paraffin werden Proteine quervernetzt, 
d.h. maskiert, so dass der Antikörper sein entsprechendes Epitop möglicherweise nicht 
mehr erkennt. Um die Immunreaktivität des Gewebes wiederherzustellen, wurden die 
Proben deshalb nach Entparaffinierung und Rehydrierung im 60 °C warmen Wasserbad 
für 60 Minuten in Citratpuffer demaskiert.  
 
2.2.6.1.2 Immunfluoreszenz Durchführung  
Die Immunfluoreszenzfärbung erfolgte in der feuchten Kammer. Die Antikörper-
Verdünnungen wurden in AB-Diluent, bestehend aus 1 % BSA verdünnt in PBS, 
durchgeführt. Nach der Antigendemaskierung (siehe unter 2.2.6.1.1) wurden die 
Schnitte dreimal 5 Minuten in PBS gewaschen, bevor die Inkubation in 3 % Serum und 
0,5 % Triton X in AB-Diluent für 1 Stunde erfolgte. Über Nacht inkubierte das Gewebe 
bei Raumtemperatur mit dem Primärantikörper. Nach 24 Stunden wurde erneut dreimal 
5 Minuten mit PBS gespült. Die Inkubation des Sekundärantikörpers erfolgte im 
Dunkeln 3 Stunden bei Raumtemperatur. Nach wiederholter Spülung konnten die 
Schnitte in Eindeckmedium (Mountingmedium) mit 1,5 µl DAPI I zur Kernfärbung 
eingedeckelt werden. Die fluoreszenzmarkierten Schnitte wurden im Dunkeln bei + 4 
°C aufbewahrt.  
Die automatisierte Immunzytochemie im Autostainer Plus des Instituts für Pathologie 
der RWTH Aachen begann ebenfalls mit einer Entparaffinierung und 
Epitopdemaskierung der Schnitte. Das auf Kapillarspalt-Mikroskopobjektträger 
aufgezogene Gewebe wurde durch Kapillarsogwirkung mit Reagenzien benetzt, die 
mittels Absorbent-Pads wieder entfernt wurden. Auf diesem Prinzip beruhten die 
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Standardisierung des Prozesses und die geringe benötigte Antikörpermenge. Zu Beginn 
wurden die Schnitte im Automaten mehrfach mit 3 verschiedenen Waschpuffern aus 
einem Buffer Kit gespült. Nach 25-minütiger Inkubation der Schnitte mit dem 
Primärantikörper und anschließender Spülung erfolgte dessen Markierung durch einen 
biotinylierten Sekundärantikörper, der ebenfalls für 25 Minuten inkubiert und danach 
durch wiederholte Spülungen entfernt wurde. In der folgenden Substrat-Chromogen-
Reaktion band der für 25 Minuten zugegebene Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex sehr 
sensitiv an den Sekundärantikörper und setzte das abschließend zugesetzte 
Diaminobenzidin (DAB)-Chromogen zu einem braunen, unlöslichen Farbstoff um. Mit 
einer 60 Sekunden dauernden Hämatoxilin-Färbung wurden die Kerne gegengefärbt und 
nach Spülung konnten die Schnitte eingedeckelt werden.  
 
2.2.6.2 Western Blot  
2.2.6.2.1 Zelllyse  
Mittels Western Blot erfolgte der Nachweis spezifischer Proteine aus den Lysaten 
undifferenzierter, zweidimensional kultivierter Stammzellen. Vor der Zelllyse wurden 
die mesenchymalen Knochenmark- und Nabelschnur-Stammzellen vom Flaschenboden 
gelöst und pelletiert (siehe unter 2.2.1.4.2). Das Zellpellet wurde mit 5 ml PBS 
resuspendiert, anschließend bei 1400 rpm 4 Minuten zentrifugiert und der Überstand 
erneut abgesaugt. In der Zwischenzeit wurde eine Zellzahlbestimmung im Casy I 
vorgenommen (siehe unter 2.2.1.5.2), wobei die Zellzahl die Menge an Lyse-Puffer 
vorgab, mit der das Pellet resuspendiert werden musste. Pro 107 Zellen benötigte man 1 
ml Lyse Puffer. Nachdem die Zellsuspension 45 Minuten auf Eis gelagert und dabei alle 
10 Minuten gevortext worden war, konnte sie bei + 4 °C und 13.000 g (Zentrifuge 
2K15) 10 Minuten zentrifugiert werden, so dass sich die Zelldebris im Pellet befanden 
und der proteinhaltige Überstand 1:2 mit dem 2x Proteinladepuffer versetzt werden 
konnte. Das darin enthaltene SDS führte zu einer Denaturierung der Proteine, ß-
Mercaptoethanol spaltete die Disulfidbrücken und ermöglichte so den negativ geladenen 
Sulfatgruppen eine Anlagerung an die hydrophoben Aminoreste. Um die Denaturierung 
zu vervollständigen, wurden die Proben 5 Minuten bei + 99 °C gekocht und 
anschließend bei - 20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  
 
2.2.6.2.2 Herstellung der Gele 
Pro Gel wurden jeweils 5 ml Trenngel und 1 ml Sammelgel angesetzt. Zwei Glasplatten 
wurden in einer Gelhalterung so eingespannt, dass zwischen ihnen ein Spaltraum frei 
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blieb, in den das Trenngel bis ca. 2 cm unterhalb des später einzusetzenden Kamms 
gefüllt wurde. Das Gel wurde mit Isopropanol überschichtet, um die Gelgrenze zu 
glätten und das Gel von Luftblasen zu befreien. Nach ca. 20 Minuten war die 
Polymerisation des Gels abgeschlossen. Ein Kamm zur Bildung der Geltaschen wurde 
während der Überschichtung mit dem Sammelgel in das noch flüssige Gel getaucht und 
erst nach Abschluss der Polymerisation nach ca. 5-10 Minuten wieder entfernt. 
 
2.2.6.2.3 Sodium Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Um die denaturierten Proteine nach Molekulargewicht aufzutrennen, erfolgte die 
Durchführung einer SDS-PAGE in Protein-Gelapparaturen. 
Das Gel zwischen den beiden Glasplatten wurde zusammen mit einer Plexiglasscheibe 
in einer Elektrophoresekammer platziert und diese mit SDS-Laufpuffer gefüllt. Die 1. 
Tasche des Gels wurde mit 5 µl eines Längenstandards befüllt, die restlichen neun 
Taschen mit je 15 µl der zu untersuchenden Proben. Für 15 Minuten legte man eine 
Spannung von 80 V, für weitere 60 Minuten eine Spannung von 120 V an. Sobald die 
Front der mit Bromphenolblau markierten Proteine den unteren Gelrand erreicht hatte, 
wurde das Gel aus der Halterung entnommen, die beiden Glasplatten entfernt und das 
Gel entlang der Proteinfront und der Sammel-/Trenngel-Grenze zurechtgeschnitten.  
 
2.2.6.2.4 Blotten  
Um die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine nachweisen zu können, mussten diese 
auf eine proteinbindende Nitrocellulosemembran geblottet werden. Dazu wurde 
senkrecht zur ursprünglichen Auftrennungsrichtung für 50 Minuten ein Strom von 210 
mA angelegt. Dies führte zu einem Transfer der Proteine vom in Kathodenpuffer 
getränkten Gel auf die mit Methanol aktivierte Nitrocellulose-Membran. Das Gel und 
die Membran waren durch jeweils drei in Anodenpuffer 1 bzw. 2 sowie sechs in 
Kathodenpuffer getränkte Filterpapiere (Whatmanpaper) von Kathode und Anode 
getrennt. Nach dem Blotten wurden die Proteine der Nitrocellulosemembran auf dem 
Schüttler 1 Stunde mit 5 % Milchpulver in TBST geblockt und anschließend kurz mit 
TBST gewaschen. 
 
2.2.6.2.5 Immunodetektion  
Über Nacht erfolgte bei + 4 °C die Inkubation der Membran mit dem Primärantikörper, 
entsprechend der Herstellerangaben in 5 % Milchpulver in TBST verdünnt. Nach 24 
Stunden wurde die Membran sechsmal jeweils 5 Minuten mit TBST gewaschen, bevor 
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der Horseradishperoxidase-gekoppelte Sekundärantikörper 1 Stunde in einer 
Verdünnung von 1:10.000 bei Raumtemperatur auf einem Schüttler mit der Membran 
inkubiert wurde. Anschließend musste die Membran erneut sechsmal je 5 Minuten mit 
TBST gewaschen werden. Nach Trocknen der Membran an der Luft wurde diese im 
Dunkeln für 1 Minute mit 2 ml Substrat (Peroxidase Solution und Luminol Enhancer 
Solution 1:1) bedeckt. In dieser Zeit setzte die Meerrettichperoxidase das Substrat 
enzymatisch in ein chemilumineszentes Endprodukt um, das im Fotoentwickler 
detektiert und auf Röntgenfilmen sichtbar gemacht werden konnte. 
 
2.2.6.2.6 Nachinkubation mit ß-Actin-Antikörper 
Da ß-Actin ein house-keeping-Gen darstellt, konnte durch die Nachinkubation der 
Membran mit ß-Actin-Antikörpern der Gesamtproteingehalt der Proben bestimmt und 
dadurch die Menge spezifischen Proteins in jeder Probe relativiert werden. Die Proben 
ließen sich somit untereinander besser vergleichen. Zunächst musste dazu die Membran 
sechsmal je 5 Minuten mit TBST gewaschen werden bevor sie 45 Minuten mit dem ß-
Actin-Antikörper, 1:1000 in 5 % Milchpulver/TBST verdünnt, inkubiert werden konnte. 
Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die Inkubation mit 1:10.000 verdünntem 
Horseradishperoxidase-gekoppeltem Sekundärantikörper für 30-45 Minuten. Das 
weitere Vorgehen entsprach den unter 2.2.6.2.5 beschriebenen Arbeitsschritten.  
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms ImageJ. 
 
2.2.6.3 Durchflusszytometrie 
Im Gegensatz zur konventionellen Immunhistochemie hat die Durchflusszytometrie den 
Vorteil, dass vitale Zellen ohne Veränderung ihrer Antigenität durch Fixierungen 
untersucht werden können. Außerdem erlaubt die Analyse der Zellen eine objektive und 
quantitative Aussage bezüglich ihrer spezifischen Antigenität. 
Die abtrypsinierten Nabelschnurstammzellen wurden zunächst in kaltem PBS mit 1 % 
BSA resuspendiert und noch zweimal in PBS mit 1 % BSA gewaschen. An jeden 
Waschschritt schloss sich eine 5-minütige Zentrifugation bei 1000 g (Biofuge pico) an. 
Es folgte eine Inkubation der Zellen mit 10 % Formalin bei + 4 °C für 20 Minuten. 
Nach erneutem zweimaligem Waschen wurde das Zellpellet in 100 µl 0,3 % Saponin in 
PBS und 1 % BSA resuspendiert und bei + 4 °C inkubiert. Saponin führte als 
oberflächenaktive Substanz zur Bildung feiner Poren in der Zellmembran, die das 
Eindringen und Binden der Antikörper an das entsprechende intrazelluläre Antigen, 
nämlich Zytokeratin bzw. Vimentin, ermöglichte. Nach 30 Minuten wurden die Zellen 
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gewaschen und für 60 Minuten bei + 4 °C mit dem Primärantikörper, in 50 µl Saponin-
PBS und BSA je nach Herstellerangaben verdünnt, inkubiert. Daran schlossen sich drei 
Waschschritte an. Der Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierte Sekundärantikörper 
Alexa 488 wurde in einem Volumen von 50 µl auf eine Konzentration von 1:100 mit 
Saponin-PBS und BSA verdünnt und bei + 4 °C für 60 Minuten hinzugefügt. Zum 
Abschluss mussten die Zellen erneut zweimalig gewaschen und mit 300 µl PBS und 
BSA resuspendiert werden. 
Die Messungen erfolgten an dem Zytometer FACSCalibur. Die Auswertung der 
zytometrischen Daten geschah dort mit Hilfe der FlowJo Software. 
 
2.2.7 Molekularbiologische Methoden  
2.2.7.1 RNA-Isolation  
Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy-Mini-Kit entsprechend dem Handbuch des 
Herstellers mit den kommerziell erhältlichen Reagenzien. Wichtig ist es, die RNA stets 
auf Eis zu lagern, um die Degradation durch RNAsen zu vermeiden. Die unstimulierten 
und osteogen differenzierten Stammzellen wurden wie unter 2.2.1.4.2 beschrieben 
trypsiniert, mit Medium abgestoppt und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 600 µl 
1:100 mit β-Mercaptoethanol versetztem RLT-Puffer resuspendiert, auf eine Qia-
Shredder-Säule pipettiert und 2 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge 
Biofuge pico). Daraus resultierte eine Trennung der RNA, die sich im Auffanggefäß 
befand, von den lysierten Zelltrümmern. Nach Zugabe von 600 µl 70 % Ethanol wurde 
der Durchlauf auf die RNeasy-Säule gegeben und 15 Sekunden bei 10.000 rpm 
zentrifugiert. Die RNA war nun an der Membran absorbiert, so dass die Flüssigkeit mit 
weiterem Zellschrott aus dem Auffanggefäß verworfen werden konnte. 
Kontaminationen der RNA konnten durch Waschen mit 700 µl RW1-Puffer und 500 µl 
RPE-Puffer mit jeweils anschließender Zentrifugation bei 10.000 rpm für 15 Sekunden 
sowie erneute Waschung mit 500 µl RPE-Puffer für 2 Minuten bei 13.000 rpm 
minimiert werden. Zum Abschluss eluierte man die RNA mit 50 µl RNAse-freiem 
Wasser von der Membran und zentrifugierte 1 Minute bei 10.000 rpm. Die im 
Eppendorfgefäß enthaltene RNA-Menge wurde im Nanodrop bei einer Wellenlänge von 
260 nm gemessen und anschließend bei - 80 °C gelagert.  
 
2.2.7.2 Reverse Transkription  
Um die Expression spezifischer Gene in stimulierten und unstimulierten Zellen mittels 
RT-PCR nachzuweisen, musste eine Umschreibung der RNA in c-DNA erfolgen. Die 
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RNA wurde hierzu in einer Konzentration von 1 µg/µl mit DEPC-Wasser auf 10 µl 
aufgefüllt und durch Zugabe von 10 µl des nach Herstellerangaben angesetzten 2x 
Reverse Transcription Master Mix auf ein Gesamtvolumen von 20 µl gebracht.  
2     µl    10 x RT Puffer                                                                                                    
0,8  µl     25 x dNTP-Mix (100 mM)                                                                                       
2     µl     10 x RT Random Primer                                                                     
1     µl     MultiScribe Reverse Transkriptase                                                                                     
0,5  µl     RNase Inhibitor                                                                                           
3,7  µl     DEPC-H2O    _________________                                                                                                                                                 
10   µl         
Die nachfolgenden Schritte erfolgten im Thermocycler, beginnend mit einer 10-
minütigen Inkubation bei + 25 °C und daran anschließender cDNA-Synthese für 2 
Stunden bei + 37 °C. Bei + 85 °C wurde die Enzymreaktion 5 Sekunden lang 
abgestoppt und die Temperatur auf + 4 °C gesenkt. Die cDNA wurde bei - 20 °C 
aufbewahrt. Für die weitere Verwendung der cDNA zur RT-PCR wurde diese in einem 
Verhältnis von 1:2 mit DEPC-Wasser verdünnt. 
2.2.7.3 Real Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  
Die Polymerasekettenreaktion ermöglicht in vitro die Amplifikation eines speziellen 
DNA-Abschnitts und wird in einem Thermocycler durchgeführt. Die PCR umfasst zur 
exponentiellen Vermehrung des Zielprodukts 35 Zyklen, die jeweils aus drei Schritten 
bestehen. Zuerst wurde durch Denaturierung der doppelsträngigen DNA und der Primer 
bei + 94 °C erstere in Einzelstränge aufgetrennt. Im nächsten Schritt kam es zum 
Primer-Annealing, d.h. zur spezifischen Anlagerung der Primer an die DNA. Um 
unspezifische und ineffiziente Bindungen auszuschließen, musste die 
Annealingtemperatur 2-3 °C unter der Schmelztemperatur der Primersequenzen liegen. 
Den Abschluss der jeweiligen Zyklen bildete die Elongation, die bei einer - dem 
Arbeitsoptimum der hitzestabile Taq-Polymerase entsprechenden - Temperatur von      
+ 72 °C stattfand. Hierbei wurde vom 3’-Ende des angelagerten Primers aus ein neuer 
komplementärer DNA-Strang synthetisiert. Zum Schluss erfolgte die final extension bei 
+ 72 °C für 10 Minuten und die Abkühlung der Proben auf + 4 °C.  
Der SYBR- Green PCR-Mastermix wird wie folgt angesetzt:  
10    µl Master Mix SYBER-Green  
1      µl Forward Primer 
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1      µl Reverse Primer 
6,8   µl Wasser __________________________ 
18,8 µl Gesamtvolumen + 1,2 µl cDNA 
 
Cycler-Programm für GAPDH-PCR: (GAPDH: house-keeping-Gen als interner 
Standard) 
              1 min  + 95 °C  Denaturation  x 35 
     1 min             + 54 °C  Annealing  x 35 
     1 min             + 72 °C  Extension   x 35 
10 min             + 72 °C  Final extension 
      ∞     + 4 °C 
Die Amplifizierung wird im ABI Prism 7300 Thermocycler überwacht. In jeder Probe 
wird die Expression der nachzuweisenden Gene Osteopontin und alkalische 
Phosphatase sowie Laminin, Kollagen I, III und IV gegenüber dem house-keeping-Gen 
GAPDH gemessen. Die relative Genexpression wird mit Hilfe der 2-∆∆Ct-Methode 
bestimmt. 
Als interner Standard wird die Genexpression von undifferenzierten BM-hMSC und 
UC-hMSC im Vergleich zu den jeweils osteogen induzierten Stammzellen untersucht. 
 
2.2.8 Elektronenmikroskopie  
Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Präparate erfolgte in der elektronen-
mikroskopischen Einrichtung der medizinischen Fakultät der RWTH Aachen.  
 
2.2.8.1 Transmissionselektronenmikroskopie 
Zur Fixierung der Kollagene verwendetes 3 % Glutaraldehyd vernetzte die Proteine und 
führte somit zu einer Verhärtung. Die Nachfixierung mit 1 % Osmiumtetroxid (pH 7,4) 
ließ die Zellen auf den Kollagenen als schwarze Punkte erscheinen. Nach Spülung der 
Gewebeprobe mit 0,2 M Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7,39) wurden diese in 
aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und in Epon eingebettet. Eine anschließende 
Toluidinblau-Färbung ermöglichte zunächst zur Orientierung eine lichtmikroskopische 
Untersuchung der Gewebeprobe nach ihrer relativen Elektronendichte. Die an einem 
Ultramikrotom von den Kollagenen angefertigten Ultradünnschnitte mussten mittels 
Bleicitrat und Uranylacetat kontrastiert werden, um sie im Transmissions-
elektronenmikroskop zu sehen.  
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2.2.9 Quantifizierung der Kollagengel-Kontraktion während 21-tägiger 
Kultivierung  
Die Stärke der Kontraktion der Kollagengele während der 21-tägigen Kultivierung 
undifferenzierter sowie adipogen und osteogen differenzierter mesenchymaler 
Stammzellen wurde durch Bestimmung der Fläche der dermalen Äquivalente nach 21 
Tagen beurteilt. Die mittels Digitalkamera (EX-Z110, Casio Exilim) erzeugten Bilder 
wurden mit der Software DISKUS analysiert. Die Fläche der Kollagene nach 21 Tagen 
Differenzierung wurde in % der Ausgangsfläche der Kollagene graphisch dargestellt.  
 
2.2.10 Quantifizierung der Zellmigration in das Kollagengel  
Anhand histologischer Schnitte von undifferenzierten und osteogen differenzierten UC-
hMSC und BM-hMSC auf Kollagengelen wurde das Migrationsverhalten der Zellen 
untersucht. Hierzu maß man mit Hilfe des DISKUS Programms an drei repräsentativen 
Stellen pro Schnitt und Versuch (n=4) die Entfernung der Zellen in der Kollagenmatrix 
zur Kollagenoberfläche sowie die jeweilige Kollagendicke und drückte die 
Migrationstiefe der Zellen in % der Kollagendicke aus.  
 
2.2.11 Quantifizierung der Positivität von Nabelschnurstammzellen auf dermalen 
Äquivalenten für die Markerproteine Vimentin und Pan-Zytokeratin  
Nach 2-, 10- und 21-tägiger Kultivierung von Nabelschnurstammzellen unter den 
Bedingungen von Haut sowie nach Kultivierungsmodifizierung mit all-trans-Retinsäure 
bzw. 5-Azacytidin erfolgte jeweils die immunhistochemische Darstellung von Vimentin 
und Pan-Zytokeratin. Die Anzahl positiver Zellen wurde anhand des histologischen 
Befundes manuell bestimmt, mit der Gesamtzellzahl ins Verhältnis gesetzt und so eine 
prozentuale Häufigkeit errechnet. 
 
2.2.12 Statistische Auswertung 
Die Datenanalyse wurde mit Hilfe der Statistiksoftware SPSS durchgeführt. Um 
signifikante Unterschiede zwischen den erhobenen Daten aufzuzeigen, wurden t-Tests 
für ungepaarte Stichproben verwendet, wobei ein p<0,01 als statistisch signifikant 
definiert wurde. Alle Werte sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. Die 
graphische Darstellung der Daten erfolgte durch das Software-Programm GraphPad 
Prism™ 4.0. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Mesodermale Differenzierung 
Die Ergebnisse dieses Teils der Arbeit basieren auf vier unabhängigen Durchführungen 
pro Versuch mit jeweils vier unterschiedlichen Stammzellspendern (n=4). 
 
3.1.1 Multipotenz mesenchymaler Stammzellen aus Nabelschnur und 
Knochenmark auf Glas 
Mesenchymale Stammzellen beider ontogenetischer Herkünfte zeigten bei zwei-
dimensionalem Wachstum eine Fibroblasten-ähnliche, spindelförmige Morphologie 
(Abb. 3). 
  
Abbildung 3: Mesenchymale Stammzellen beider ontogenetischer Herkünfte zeigten bei zwei-
dimensionalem Wachstum eine Fibroblasten-ähnliche, spindelförmige Morphologie (A, B). Eine 
Besonderheit insbesondere der Nabelschnurstammzellen bestand in ihrer Neigung zur Bildung von 
Zellaggregaten, die mikroskopisch zunächst „embryoid bodies“ ähnelten und schnell auch makroskopisch 
sichtbar wurden (A, inset). Skala: 500µm  
 
Eine Besonderheit insbesondere der Nabelschnurstammzellen bestand in ihrer Neigung 
zur Bildung von Zellaggregaten, die mikroskopisch zunächst „embryoid bodies“ 
ähnelten und schnell auch makroskopisch sichtbar wurden (Abb. 3A, inset). Die Zahl 
der Einzelzellen reduzierte sich dadurch stetig zu Gunsten weiterer Zellaggregate. In 
durchflusszytometrischen Analysen exprimierten sie hohe Konzentrationen an Matrix-
Markern (CD44, CD105), Integrin-Markern (CD29, CD51) und mesenchymalen 
Markern (SH2, SH3, Vimentin) bei gleichzeitiger Negativität für hämatopoetische 
Marker wie CD45 oder CD34. Eine immunhistochemische Untersuchung von UC-
hMSC auf CD34 unterstrich die Reinheit der Zellisolation aus der Whartonschen Sülze 
(Abb. 4).  
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Abbildung 4: Immunhistochemische Untersuchung der Nabelschnur und der auf die Kollagengele 
ausgesäten UC-hMSC auf CD34. Schematische Darstellung des zwei- und dreidimensionalen 
Kultursystems. Während die endothelialen Zellen der Nabelschnurgefäße CD34-positiv erschienen, waren 
sowohl die intervaskulären Stammzellen in der Whartonschen Sülze als auch die isolierten und auf die 
Kollagengele ausgesäten Zellen negativ für diesen Marker.  
 
Während die endothelialen Zellen der Nabelschnurgefäße CD34-positiv erschienen, 
waren sowohl die intervaskulären Stammzellen in der Whartonschen Sülze als auch die 
isolierten und auf die Kollagengele ausgesäten Zellen negativ für diesen Marker. 
Zum Nachweis ihrer Multipotenz erfolgte nach standardisierten Protokollen eine 
osteogene und adipogene Differenzierung der Stammzellen auf Glas (Abb. 5).  
Nach 21 Tagen zeigten die unstimulierten Zellen weder Calcium-Mineralisierungen 
noch Lipidvakuolen, wodurch eine Spontandifferenzierung der Zellen ausgeschlossen 
werden konnte (Abb. 5A, D, G, J). Unter adipogener und osteogener Induktion konnte 
bei beiden Stammzellarten eine entsprechende Differenzierung beobachtet werden, die 
sich jedoch morphologisch zwischen beiden Zellarten unterschied. 
Nabelschnurstammzellen produzierten im Gegensatz zu Knochenmarkstammzellen 
keinen reifen adipogenen Phänotyp. Die Oil Red O-positiven Lipidvakuolen waren 
zahlenmäßig limitiert und verglichen mit den zahlreichen, makrovesikulären 
Lipidtropfen der BM-hMSC eher mikrovesikulär ausgebildet (Abb. 5B, E, H, K). Bei 
der Differenzierung in Osteoblasten fielen die perinatalen Stammzellen hingegen durch 
beträchtliche Ablagerungen von EZM auf (Abb. 5C, F). Diese stellten sich in der 
Alizarin-Rot-Färbung als Hydroxyapatitkristalle, Calcium- und Magnesiumkristalle dar 
(Abb. 5F). Adulte Knochenmarkstammzellen zeigten eher feingranuläre Alizarin-
positive Ablagerungen (Abb. 5I, L).  
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Abbildung 5: UC-hMSC und BM-hMSC unstimuliert (A, G), nach adipogener (B, H) und osteogener (C, 
I) 21-tägiger Kultivierung auf Glas. Nach adipogener Induktion stellten sich die zahlenmäßig limitierten 
und eher mikrovesikulär ausgebildeten Lipidtropfen der UC-hMSC (E) und die zahlreichen 
makrovesikulären Lipidtropfen der BM-hMSC (K) in der Oil red O-Färbung (ORO) dar. Die 
beträchtlichen Ablagerungen von extrazellulärer Matrix nach osteogener Induktion stellten sich in der 
Alizarin-Rot-Färbung als Hydroxyapatitkristalle, Calcium- und Magnesiumkristalle dar. Skala: 500 µm 
(a), 200 µm (B, C, G, H, I), 50 µm (D, E, F, J, K, L)  
 
Trotz dieser leichten zytologischen Unterschiede war in der RT-PCR bei der 
Quantifizierung zweier osteogener Marker eine bemerkenswerte Hochregulation dieser 
beiden Gene bei BM-hMSC im Vergleich zu UC-hMSC ersichtlich (Abb. 6). So wurde 
zum einen Osteopontin ungefähr 100fach, zum anderen alkalische Phosphatase ungefähr 
10fach stärker durch Knochenmarkstammzellen exprimiert. 
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Abbildung 6: Die Realtime (RT)-PCR-Analyse zeigt nach 21-tägiger osteogener Stimulation eine 
stärkere Expression der beiden Gene Osteopontin und alkalische Phosphatase (AP) bei den BM-hMSC im 
Vergleich zu den UC-hMSC.  
 
3.1.2 Osteogene Differenzierung von Stammzellen aus Nabelschnur und 
Knochenmark auf Kollagengelen 
Wichtigste Voraussetzung für die Nutzung der Kollagen I/III-Gele als Träger in 
organtypischen Kultursystemen für UC-hMSC ist der Nachweis ihrer zellulären Lebens- 
und Differenzierungsfähigkeit auf diesen Biomaterialien. Dafür wurde parallel das 
Differenzierungsverhalten von UC-hMSC und BM-hMSC nach 21-tägiger osteogener 
Induktion auf Kollagengelen analysiert. Beide Zellarten überlebten die Kultivierungs-
bedingungen ohne und mit osteogener Stimulation (Abb. 7A-D). 
Des Weiteren konnte eine spontane Differenzierung der Stammzellen auf 
organtypischen Kultursystemen wie bereits bei zweidimensionalem Wachstum 
ausgeschlossen werden, da unter Kontrollbedingungen keine Calciumablagerungen 
nachweisbar waren (Abb. 7A, B). In HE-Färbungen demonstrierten die perinatalen 
Stammzellen unter Kontrollbedingungen ein mehrdimensionales Wachstum in einem 
lockeren Zellverband (Abb. 7A). Die extrazelluläre Matrix erschien homogen und 
konnte gut gegenüber der kollagenen Matrix abgegrenzt werden (Abb. 7A, inset, Pfeil). 
Unter osteogenen Kultivierungsbedingungen zeigte sich ein ähnliches zelluläres 
Wachstumsmuster (Abb. 7C). Die EZM hingegen zeichnete sich durch eine granulierte 
Struktur aus (Abb. 7C, inset). Des Weiteren beobachtete man eine Kontraktion des 
Kollagengels in Richtung der Zellmatrix (Abb. 7C, Doppel-Pfeile). Im Unterschied 
dazu bildeten die Knochenmarkstammzellen in der Kontrolle nur eine Schicht 
spindelförmig konfigurierter Zellen an der Kollagenoberfläche (Abb. 7B), während die 
osteogen differenzierten Zellen einen mehrschichtigen, dichten Zellverband mit wenig 
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extrazellulärer Matrix bildeten (Abb. 7D). Vergleichbar mit den UC-hMSC war auch 
hier eine Kontraktion des Kollagengels erkennbar (Abb. 7D, Doppel-Pfeile).  
 
Abbildung 7: Analyse des Differenzierungsverhaltens von UC-hMSC und BM-hMSC nach 21-tägiger 
osteogener Induktion auf Kollagengelen. Beide Zellarten überlebten die Kultivierungsbedingungen ohne 
und mit osteogener Stimulation (A-D). In HE-Färbungen demonstrierten die UC-hMSC unter Kontroll-
bedingungen ein mehrdimensionales Wachstum in einem lockeren Zellverband (A). Die extrazelluläre 
Matrix erschien homogen und konnte gut gegenüber der kollagenen Matrix abgegrenzt werden (A, inset, 
Pfeil). Unter osteogenen Kultivierungsbedingungen zeigte sich ein ähnliches zelluläres Wachstumsmuster 
(C). Die EZM hingegen zeichnete sich durch eine granulierte Struktur aus (C, inset). Im Unterschied dazu 
bildeten die Knochenmarkstammzellen in der Kontrolle nur eine Schicht spindelförmig konfigurierter 
Zellen an der Kollagenoberfläche (B), während die osteogen differenzierten Zellen einen 
mehrschichtigen, dichten Zellverband mit wenig extrazellulärer Matrix bildeten (D). Skala: 500 µm (A, 
C), 200 µm (B, D)  
 
Die Alizarin- und von Kossa-Färbungen erlaubten eine genauere Beurteilung der 
osteogenen Differenzierung. So konnte histologisch bei der Alizarin-Rot-Färbung für 
beide Zelltypen sowohl in der Durchlichtmikroskopie als auch in der 
Polarisationsmikroskopie die Existenz osteogener Matrix in Form von 
Calciumablagerungen und Hydroxyapatitkristallen nachgewiesen werden (Abb. 8A, B). 
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Abbildung 8: Eine genauere Beurteilung der osteogenen Differenzierung erlaubten die Alizarin- (AR) 
und von Kossa-Färbungen. Mit der Alizarin-Rot-Färbung gelang für beide Zelltypen der Nachweis 
osteogener Matrix in Form von Calciumablagerungen und Hydroxyapatitkristallen (A, B). In der von 
Kossa-Färbung erschien bei den BM-hMSC die Verteilung der Calciumablagerungen in der kollagenen 
Matrix deutlich homogener als bei den UC-hMSC (D). Bei letzteren schienen die Verkalkungen auf das 
Zell-Matrix-Cluster beschränkt zu sein (C), aber auch die in das Kollagen migrierten Zellen waren von 
Calciumablagerungen umgeben (C, inset). Skala: 500 µm (A, C), 100 µm (B, D) 
 
In der von Kossa-Färbung wurde gut deutlich, dass bei den Knochenmarkstammzellen 
die Verteilung der Calciumablagerungen in der kollagenen Matrix deutlich homogener 
als bei den Nabelschnurstammzellen war (Abb. 8D). Bei letzteren schienen die 
Verkalkungen auf das Zell-Matrix-Cluster beschränkt zu sein (Abb. 8C). In einer 
stärkeren Vergrößerung wurde hingegen offensichtlich, dass auch die in das 
Kollagengel migrierten Zellen von Calciumablagerungen umgeben waren (Abb. 8C, 
inset), was mit der Beobachtung einer verkalkten Unterseite des Kollagengels konform 
ging.  
Um die Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen auch auf Proteinebene zu 
belegen, wurde eine immunhistochemische Untersuchung der beiden osteogenen 
Markerproteine PEBP (Bisphosphonat [2-(2-Pyridinyl) Ethylidene-BP]) und 
Osteopontin durchgeführt. Die spindelförmigen, migrierten Zellen beider Zelltypen 
waren eindeutig positiv für diese Marker (Abb. 9A-D).  
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Abbildung 9: Die immunhistochemische Untersuchung von Bisphosphonat [2-(2-Pyridinyl) Ethylidene-
BP] (PEBP) und Osteopontin belegte die osteogene Differenzierung beider Stammzelltypen auch für die 
spindelförmigen, ins Kollagengel migrierten Zellen (A-D). Die quantitative Analyse der osteogenen 
Marker Osteopontin und alkalische Phosphatase mittels RT-PCR offenbarte unter dreidimensionalen 
Kultivierungsbedingungen ein stärkeres Expressionsmuster dieser beiden Gene bei den BM-hMSC 
gegenüber den UC-hMSC (E, F). Die Werte der y-Achse sind logarithmisch aufgetragen. Skala: 100 µm 
(A), 200 µm (B, D), 50 µm (C)  
 
Diese Beobachtung unterstützt die These, dass sich die osteogene Umwandlung der 
Zellen nicht nur auf die Zellaggregate an der Kollagenoberfläche beschränkt, sondern 
auch in tieferen Kollagenschichten stattfand. Die quantitative Analyse der osteogenen 
Marker Osteopontin und alkalische Phosphatase mittels RT-PCR offenbarte im 
Vergleich zu den Ergebnissen der zweidimensionalen osteogenen Differenzierung ein 
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stärkeres Expressionsmuster dieser beiden Gene bei den BM-hMSC gegenüber den UC-
hMSC (Abb. 9E, F).  
Eine Analyse der osteogen differenzierten mesenchymalen Stammzellen mit Hilfe der 
Transmissionselektronenmikroskopie erlaubte eine detailliertere Aussage über die ultra-
strukturellen Veränderungen der Zellen. Die Stammzellen beider ontogenetischer 
Herkünfte lagen unter Kontrollbedingungen spindelförmig in einer homogenen Matrix 
eingebettet (Abb. 10A, C). Im Rahmen der osteogenen Stimulation entwickelten sie im 
Zytoplasma ein kräftig ausgebildetes endoplasmatisches Retikulum, das auf eine 
erhöhte Proteinsyntheseaktivität der Zellen hindeutete und somit typisch für Osteoid-
produzierende Osteoblasten war (Abb. 10B, D). In der kollagenen Umgebung der 
Knochenmarkstammzellen ließen sich Hydroxyapatitkristalle nachweisen (Abb. 10B, 
inset, Stern). Die kollagene Matrix unmittelbar um die Nabelschnurstammzellen herum 
wies eine dichte und homogene Struktur auf. Im Randbereich dominierte ein eher 
fibrillärer und granulärer Aspekt der osteogenen Matrix, der auf die hohe Zahl an 
Kollagenfasern zurückgeführt werden konnte, die neben Chondroitinsulfat und 
Osteocalcin einen Hauptbestandteil der verkalkten Knochengrundsubstanz darstellen. 
Des Weiteren fanden sich dort typische dunkle, rundliche Ablagerungen von Osteoid 
(Abb. 10E-G).  
Zusammenfassend ließ sich also eine osteogene Transformation beider Zelltypen 
nachweisen, die bei den UC-hMSC mit einem ausgeprägteren Umbau der kollagenen 
Matrix einherging.  
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Abbildung 10: Die in der Transmissionselektronenmikroskopie sichtbaren ultrastrukturellen 
Veränderungen der Zellen bestätigten die osteogene Differenzierung von BM-hMSC (A, B) und UC-
hMSC (C-F). Beide Stammzellarten lagen unter Kontrollbedingungen spindelförmig in einer homogenen 
Matrix eingebettet (A, C). Nach osteogener Stimulation ließen sich in der kollagenen Umgebung der 
Knochenmarkstammzellen Hydroxyapatitkristalle nachweisen (B, inset, Stern). Die kollagene Matrix um 
die Nabelschnurstammzellen herum wies einen fibrillären und granulären Aspekt sowie typische dunkle, 
rundliche Ablagerungen von Osteoid auf (E-G). Abkürzungen: Kol = Kollagen, Nk = Nukleus, ER = 
endoplasmatisches Retikulum, Kf = Kollagenfasern, Ost = Osteoid. Skala: 2 µm (A, C, F), 5 µm (B, D, E, 
G)  
 
3.1.3 Produktion extrazellulärer Matrix durch mesenchymale Stammzellen 
während ihrer osteogenen Differenzierung auf dreidimensionalen Kollagengelen 
Während der 21-tägigen Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen auf den 
kollagenen Kultursystemen fiel unter Kontroll- und Differenzierungsbedingungen bei 
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UC-hMSC die Produktion einer extrazellulären Matrix auf, welche direkte Zell-Zell-
Kontakte verhinderte und je nach äußeren Stimuli homogen oder osteogen granuliert 
erschien. Zusätzlich bildeten sich noduläre, zellfreie Matrixaggregate innerhalb der 
Zell-Matrix, die bei BM-hMSC nicht beobachtet werden konnten. Um die genaue 
Struktur und den Aufbau dieser Ablagerungen zu charakterisieren, wurden die 
Kollagengele unterschiedlichen Spezialfärbungen zugeführt. Dies waren im Einzelnen 
immunhistochemische Färbungen von Laminin und Kollagen IV sowie die Alzianblau- 
und EvG-Färbung, die in der Routine-Histologie durchgeführt wurden. Beide 
Färbemethoden verdeutlichten erneut die grundlegenden Unterschiede zwischen 
perinatalen und adulten Stammzellen bezüglich ihres Wachstumsmusters und 
Migrationsverhaltens. Die Knochenmarkstammzellen wuchsen auf den Kollagengelen 
spindelzellig in einem mehrschichtigen, kompakten Zellverband (Abb. 11C, G).  
  
Abbildung 11: Die Alzianblau- und EvG-Färbungen belegten erneut grundlegende Unterschiede 
zwischen UC-hMSC und BM-hMSC bezüglich ihres Wachstumsverhaltens. Die BM-hMSC wuchsen auf 
den Kollagengelen nach osteogener Induktion spindelzellig in einem mehrschichtigen, kompakten 
Zellverband (C, G), die UC-hMSC innerhalb einer extrazellulären Matrix, die Alzianblau-positiv war, 
während die umgebende kollagene Matrix negativ blieb (A). Bei den BM-hMSC zeigten sich nur die 
Zellkerne Alzianblau-positiv (C, D). An der gesamten Grenze zwischen dem Nabelschnurstammzell-
Matrix-Cluster und der kollagenen Matrix zeigte sich in der EvG-Färbung eine fuchsinrote Verdichtung 
der kollagenen Fasern, während sich die zelluläre Matrix nicht färbte, sondern blass rosa erschien (E, F). 
Einzelne Zellen beider Stammzellarten wanderten aktiv strahlenförmig in das Kollagengel hinein (A, B, 
C). Skala: 500 µm (A, E), 50 µm (B, D), 200 µm (C, G), 100 µm (F, H) 
 
Einzelne Zellen wanderten aktiv strahlenförmig in das Kollagengel hinein (Abb. 11C). 
Letzteres konnte auch bei den Nabelschnurstammzellen beobachtet werden (Abb. 11A, 
B), wobei diese teilweise von Alzianblau-positiver Matrix umgeben waren (Abb. 11B, 
Pfeil). Auch die extrazelluläre Matrix um die oberflächlich liegenden 
Nabelschnurstammzellen herum färbte sich in der Alzianblau-Färbung eindeutig, 
______________________________________________________________Ergebnisse 
 
62 
während die kollagene Matrix nahezu unverfärbt blieb (Abb. 11A). Hieraus ließ sich 
schließen, dass die Nabelschnurstammzellen extrazelluläre Matrixproteine 
synthetisierten, die sie in ihre Umgebung sezernierten, um eine interzelluläre 
Kommunikation, zelluläre Wachstums- und Differenzierungsprozesse sowie eine 
Verankerung im Kollagengel zu ermöglichen. Diese Verankerung zwischen den Zellen 
und dem organtypischen Kultursystem war gut an der Grenzzone von zellulärer und 
kollagener Matrix nachzuvollziehen, die sowohl in der Alzianblau- als auch in der EvG-
Färbung eine Verdichtung auf Grundlage eines Matrix-Remodellings erkennen ließ. An 
der gesamten Grenze zwischen dem Nabelschnurstammzell-Matrix-Cluster und der 
kollagenen Matrix zeigte sich eine fuchsinrote Verdichtung der kollagenen Fasern, 
während sich die zelluläre Matrix nicht färbte, sondern blass rosa erschien (Abb. 11E, 
F). Neben kollagenen Fasern ließen sich bei dieser Färbemethode theoretisch auch 
elastische Fasern gut darstellen. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass die erneut 
zu beobachtende und bereits beschriebene Kontraktion des Kollagengels durch 
elastische Fasern bedingt war, die sich schwarz-braun präsentiert hätten. Auch bei den 
BM-hMSC konnten auf diese Art und Weise keine elastischen Fasern nachgewiesen 
werden (Abb. 11G, H).  
Im Gegensatz zu der ausgeprägt Alzianblau-gefärbten zellulären Matrix der UC-hMSC 
wurde die bläuliche Färbung bei den BM-hMSC durch die Vielzahl dicht gelagerter 
blauer Zellkerne verursacht (Abb. 11D).  
Die immunhistochemischen Analysen von Laminin und Kollagen IV bei 21-tägiger 
osteogener Differenzierung von UC-hMSC auf dreidimensionalen Kollagengelen 
belegten für beide Proteine eine eindeutige Positivität der Matrix-Cluster (Abb. 12E, G). 
Neben den blau erscheinenden Zellkernen bildeten die grün fluoreszierenden, 
granulären Matrix-Agglomerate einen guten Kontrast zum restlichen, schwächer 
positiven Kollagengel, in dem die spindelförmigen Zellen eingelagert waren.  
______________________________________________________________Ergebnisse 
 
63 
 
Abbildung 12: Die zur Quantifizierung der synthetisierten extrazellulären Matrixproteine bei 
zweidimensional osteogen differenzierten UC-hMSC und BM-hMSC durchgeführte RT-PCR 
demonstrierte die Überlegenheit der UC-hMSC in Bezug auf die Expression von Kollagen I, III, IV und 
Laminin im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen (A-D). Die BM-hMSC hingegen zeigten nur im Falle 
von Kollagen IV und Laminin eine Hochregulation, Kollagen I wies keinen Unterschied im 
Expressionsverhalten zwischen osteogenen und unstimulierten Zellen auf, Kollagen III wurde sogar nach 
der Differenzierung vermindert produziert. Die Werte der y-Achse sind logarithmisch aufgetragen.  
Die immunhistochemischen Analysen von Laminin und Kollagen IV bei 21-tägiger osteogener 
Differenzierung von UC-hMSC auf dreidimensionalen Kollagengelen belegten für beide Proteine eine 
eindeutige Positivität der Matrix-Cluster (E, G). Bei den BM-hMSC zeigte sich unter den gleichen 
äußeren Bedingungen einer 21-tägigen osteogenen Differenzierung eine nur schwache Positivität für 
Laminin, die lediglich bei den Zellen der oberflächlichen Kollagenschicht zu beobachten war, bei 
gleichzeitig fehlender Expression von Kollagen IV (F, H). Skala: 200 µm (E, G), 50 µm ( F, H) 
 
Kollagen IV ist ein Glykoprotein und zählt zu den netzbildenden Kollagenen. Seine 
typische retikuläre Struktur spiegelte sich bei der immunhistochemischen Analyse der 
extrazellulären Matrix wider. Auch die Zellen aus der Whartonschen Sülze der 
Nabelschnur exprimieren dieses Protein (Abb. 12E, inset), was auf ähnliche funktionelle 
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Eigenschaften der in vivo Nabelschnurstammzellen und der in vitro unter osteogenen 
Differenzierungsbedingungen kultivierten Nabelschnurstammzellen hinwies. 
Laminin zählt als Glykoprotein zu den Bestandteilen der extrazellulären Matrix und 
bildet unter anderem zusammen mit Kollagen IV die Lamina densa der 
Basalmembranen. Darüber hinaus ist es für die Zelladhäsion bedeutsam und kann die 
Zelldifferenzierung triggern.  
Diese ausgeführten Ergebnisse der Immunhistochemie betonten erneut das sekretorische 
Potential der Nabelschnurstammzellen, das eine zelluläre Interaktion gewährleistet. 
Bei den BM-hMSC zeigte sich unter den gleichen äußeren Bedingungen einer 21-
tägigen osteogenen Differenzierung eine nur schwache Positivität für Laminin, die 
lediglich bei den Zellen der oberflächlichen Kollagenschicht zu beobachten war, bei 
gleichzeitig fehlender Expression von Kollagen IV (Abb. 12F, H).  
Um eine Quantifizierung der synthetisierten extrazellulären Matrixproteine vornehmen 
zu können, wurde bei zweidimensional osteogen differenzierten mesenchymalen 
Stammzellen beider ontogenetischer Herkünfte eine RT-PCR durchgeführt (Abb. 12A-
D). Die Proteinsynthese unstimulierter Zellen diente als Referenzwert, dem die Zahl 1 
zugeordnet wurde. Die Graphen veranschaulichen die vermehrte Expression von 
Laminin, Kollagen I, III und im Besonderen Kollagen IV bei den 
Nabelschnurstammzellen. Die Knochenmarkstammzellen hingegen zeigten nur im Falle 
von Kollagen IV und Laminin eine Hochregulation, die jedoch im Vergleich nur 1/100 
(Kollagen IV) bzw. 1/10 (Laminin) der Proteinmenge der Nabelschnurstammzellen 
betrug. Kollagen I wies bei den BM-hMSC keinen Unterschied im Expressionsverhalten 
zwischen osteogenen und unstimulierten Zellen auf, Kollagen III wurde sogar nach der 
Differenzierung vermindert produziert  
Diese Ergebnisse bestätigten die immunhistochemischen Untersuchungen von Laminin 
und Kollagen IV, welche ebenfalls eine verstärkte Expression der beiden 
Strukturproteine bei UC-hMSC belegten, während die entsprechende Expression bei 
den BM-hMSC deutlich schwächer ausfiel bzw. fehlte . 
Der Prozess des Matrix-Remodellings bei den UC-hMSC im Rahmen der osteogenen 
Differenzierung, der sich bereits in Routine Färbungen (Alzianblau, EvG) sowie 
immunhistochemisch abzeichnete und durch quantitative RT-PCR Untersuchungen 
bestätigen ließ, konnte durch die Siriusrot-Färbung genauer charakterisiert werden 
(Abb. 13).  
Diese Spezialfärbung erlaubte die differenzierte Darstellung von rot leuchtendem 
Kollagen I und grün-weiß leuchtendem Kollagen III. Dadurch konnte die Produktion 
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von Kollagen I und III während der osteogenen Differenzierung im Vergleich zu 
unstimulierten Zellen und azellulären Kollagengelen analysiert werden. Eine 
Quantifizierung wurde mit Hilfe des Programms ImageJ vorgenommen, das durch 
manuelles Umfahren der entsprechend gefärbten Areale im Kollagen eine 
Größenbestimmung der Flächen des jeweiligen Kollagentyps ermöglichte. Die 
azellulären Gele wiesen den Herstellerangaben entsprechend ein ausgeglichenes 
Verhältnis von Kollagen I zu III auf (0,977 ± 0,113) (Abb. 13E, F). Das histologische 
Bild unstimulierter UC-hMSC und BM-hMSC suggerierte ein ungleichmäßigeres 
Verteilungsmuster als es bei einem azellulären Kollagen der Fall war (Abb. 13A, C). 
Trotzdem zeigte sich bei quantitativer Analyse sowohl bei den Nabelschnurstammzellen 
(0,935 ± 0,587) als auch bei den Knochenmarkstammzellen (0,995 ± 0,719) nach wie 
vor ein Verhältnis von Kollagen I zu III von 1:1 (Abb. 13F). De facto kam es also unter 
Kontrollbedingungen nicht zu einer Zunahme einer der beiden Kollagenarten, sondern 
lediglich zu einer Umverteilung, die auf die Kontraktion der Kollagengele und damit 
einhergehende Verschiebungen der Fasern zurückgeführt werden konnte. Anders sah es 
unter osteogenen Kultivierungsbedingungen aus. Das Verhältnis von Kollagen I zu III 
veränderte sich, was bereits histologisch sichtbar war (Abb. 13B, D). Die mit BM-
hMSC kultivierten Kollagengele zeigten einen Umbau zu Gunsten von Kollagen I 
(1,952 ± 1,052), während dieser bei den UC-hMSC etwas stärker ausgeprägt war (2,472 
± 1,337) (Abb. 13F), was sich besonders eindrücklich im Kollagenbereich um die 
Zellcluster herum in Form leuchtend roter Fasern zeigte (Abb. 13D). Diese 
Beobachtung machte Sinn vor dem Hintergrund, dass das von den Osteoblasten 
produzierte Kollagen I die Grundlage für die Mineralisierung bildet und somit an der 
Osteoidbildung um die Nabelschnurstammzellen herum entscheidend beteiligt ist. Das 
Kollagen I konzentrierte sich demzufolge im angrenzenden Saum um die zelluläre 
Matrix herum. Die schwankenden Standardabweichungen in der graphischen 
Aufarbeitung der Daten lässt sich am ehesten auf die Kollagen I Synthese der 
Nabelschnurzellen, die Kontraktion des Kollagengels und das nahezu ausgeglichene 
Kollagenverhältnis in der zellfreien Peripherie zurückführen.  
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Abbildung 13: Die Siriusrot-Färbung erlaubte die Analyse der Produktion von Kollagen I und III durch 
UC-hMSC während der osteogenen Differenzierung im Vergleich zu unstimulierten Zellen und 
azellulären Kollagengelen durch die differenzierte Darstellung von rot leuchtendem Kollagen I und grün-
weiß leuchtendem Kollagen III. Die azellulären Gele wiesen den Herstellerangaben entsprechend ein 
ausgeglichenes Verhältnis von Kollagen I zu III auf (0,977 ± 0,113) (E, F). Sowohl bei unstimulierten 
UC-hMSC (0,935 ± 0,587) als auch BM-hMSC (0,995 ± 0,719) zeigte sich nach wie vor ein Verhältnis 
von Kollagen I zu III von 1:1 (F). Unter osteogenen Kultivierungsbedingungen zeigten die mit BM-
hMSC kultivierten Kollagengele einen Umbau zu Gunsten von Kollagen I (1,952 ± 1,052), während 
dieser bei den UC-hMSC etwas stärker ausgeprägt war (2,472 ± 1,337) (F), was sich besonders 
eindrücklich im Kollagenbereich um die Zellcluster herum in Form leuchtend roter Fasern zeigte (D). 
Skala: 50 µm 
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3.1.4 Kontraktion der Kollagengele 
Im Verlauf einer 21-tägigen Kultivierung beider Stammzellarten unter osteogenen 
Kultivierungsbedingungen war eine Verhärtung der Kollagengele makroskopisch zu 
erkennen und auch manuell tastbar. Dies konnte als Zeichen einer Verkalkung und 
Mineralisation der Kollagenmatrix im Rahmen eines osteogenen Differenzierungs-
prozesses angesehen werden. Des Weiteren fiel ein progredienter Kontraktionsprozess 
der Kollagene auf, der auf die Zellen im Zentrum der Kollagenoberfläche ausgerichtet 
war. Insbesondere die Nabelschnurstammzellen waren dort in einer meist stern- oder 
schlitzförmig konfigurierten Vertiefung als hellbraun-beiges Präzipitat sichtbar (Abb. 
14A-F). 
Um die Stärke der Kollagenkontraktion zu quantifizieren, wurde die Kollagenfläche bei 
beiden Zellarten in vier voneinander unabhängigen Versuchsdurchführungen jeweils 
unter Kontrollbedingungen sowie osteogenen und adipogenen Kultivierungs-
bedingungen nach 21 Tagen mit der Kollagenfläche zu Beginn der Differenzierung (Tag 
1) verglichen und graphisch dargestellt (Abb. 14G). Dabei wurde die Fläche am Tag 1 
mit 100 % gleich gesetzt. Im Falle der nicht induzierten Nabelschnurstammzellen 
reduzierte sich die Fläche auf 17,28 % (± 7,659 %) der Ausgangsfläche, bei den 
unstimulierten Knochenmarkstammzellen nur auf 46,01 % (± 14,45 %). Unter 
osteogener Differenzierung war bei den letztgenannten Zellen eine stärkere Reduktion 
der Kollagenfläche als unter Kontrollbedingungen zu beobachten (40,72 % ± 17,01 %). 
Im Gegensatz dazu kontrahierten die Kollagene mit osteogen differenzierten 
Nabelschnurstammzellen im Vergleich mit der Kontrolle weniger stark, aber insgesamt 
immer noch stärker als die Kollagene mit Knochenmarkstammzellen. So maß das 
Kollagen nach 21 Tagen nur noch 26,54 % (± 6,19 %) seiner Ursprungsgröße. Diese 
Zahlen bestätigten die bereits makroskopisch erkennbaren Unterschiede zwischen BM-
hMSC und UC-hMSC unter Kontroll- und osteogenen Differenzierungsbedingungen 
(Abb. 14A, B, D, E), die vor dem Hintergrund einer verstärkten kollagenen 
Mineralisation bei den UC-hMSC bewertet werden müssen. 
Die Kollagengele mit adipogen induzierten Zellen hatten erwartungsgemäß eine 
weichere Konsistenz als die verkalkten Kollagene der osteogen induzierten Zellen und 
wiesen auch deutlich schwächere Kontraktionen auf. Die Nabelschnurstammzellen 
zeigten eine Flächenreduktion auf 40,25 % (± 6,25 %), die Knochenmarkstammzellen 
sogar nur auf 70,15 % (± 13,88 %) der Ausgangsfläche (Abb. 14G).  
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Abbildung 14: Im Verlauf der 21-tägigen Kultivierung beider Stammzellarten unter osteogenen 
Kultivierungsbedingungen fiel ein progredienter Kontraktionsprozess der Kollagene auf, der auf die 
Zellen im Zentrum der Kollagenoberfläche ausgerichtet war. Insbesondere die UC-hMSC waren dort in 
einer meist stern- oder schlitzförmig konfigurierten Vertiefung als hellbraun-beiges Präzipitat sichtbar (A-
F). Bei der Quantifizierung der Flächenreduktion zeigte sich insbesondere unter Kontrollbedingungen bei 
den Kollagengelen mit UC-hMSC eine beträchtliche Schrumpfung im Vergleich zu den BM-hMSC. Die 
Stärke der makroskopisch sichtbaren Kollagenkontraktion korrelierte mit der Immunreaktivität der 
mesenchymalen Stammzellen mit smooth muscle actin (SMA). Bei den UC-hMSC waren insbesondere 
die oberflächlich gelegenen, spindelförmigen Zellen SMA-positiv (I, Pfeil), die BM-hMSC zeigten ein 
insgesamt homogeneres Expressionsmuster bis in tiefere Kollagenschichten (J). Bei beiden Stammzell-
arten färbten sich auch die ins Kollagen migrierenden Zellen an (L, M, Pfeile). Skala: 1 cm (A-F) 500 µm 
(H), 100 µm (I, L), 200 µm (J), 50 µm (K, M) 
 
Zusammenfassend hatten die Stammzellen aus der Nabelschnur ein stärkeres 
kontraktiles Potential als die Stammzellen aus dem Knochenmark und kontrahierten 
unter osteogener Induktion weniger stark als unter Kontrollbedingungen. Dies konnte 
auf die vermehrte Mineralisierung und Verkalkung der Kollagene und den damit 
einhergehenden Elastizitätsverlust zurückgeführt werden.  
Die Stärke der makroskopisch sichtbaren Kollagenkontraktion korrelierte mit der 
Immunreaktivität der mesenchymalen Stammzellen mit smooth muscle actin (SMA). 
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Dies demonstrierte eine entsprechende immunhistochemische Untersuchung der 
osteogen differenzierten Zellen auf den kontrahierten Kollagenen. Bei den 
Nabelschnurstammzellen waren insbesondere die oberflächlich gelegenen, 
spindelförmigen Zellen SMA-positiv (Abb. 14I, Pfeil). Die Knochenmarkstammzellen 
zeigten ein insgesamt homogeneres Expressionsmuster bis in tiefere Kollagenschichten 
(Abb. 14J). Bei beiden Stammzellarten färbten sich aber auch die ins Kollagen 
migrierenden Zellen an (Abb. 14L, M, Pfeile).  
Auch die inter- und perivaskulären Zellen der Nabelschnur exprimierten deutlich SMA, 
was auf funktionelle Gemeinsamkeiten der in vivo und unter osteogener Stimulation ex 
vivo kultivierten Zellen hindeutet (Abb. 14H, K). 
Des Weiteren wurde eine mögliche Beziehung zwischen der Kontraktionsstärke der 
Kollagengele und der Migrationstiefe der mesenchymalen Stammzellen analysiert. Eine 
stärkere Durchsetzung der kollagenen Matrix mit SMA-positiven Zellen könnte eine 
höhere Kontraktionsfähigkeit zur Folge haben. Hierzu wurden drei repräsentative 
Distanzen gemessen und zu der entsprechenden Kollagendicke ins Verhältnis gesetzt. 
Beide Stammzellarten zeigten jedoch ein vergleichbares Migrationspotential (Abb. 15). 
Während die Knochenmarkstammzellen 70,04 % ± 21,09 % des Kollagens 
durchwanderten, erreichten die Nabelschnurstammzellen eine durchschnittliche Tiefe 
von 62,02 % ± 21,51 % des Gesamtkollagens, so dass sich die zuvor aufgestellte 
Hypothese nicht bestätigen ließ.  
 
Abbildung 15:  Die Analyse der Migrationstiefe in das Kollagengel ergab ein vergleichbares 
Migrationspotential beider Stammzellarten. 
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3.1.5 MMP-Expression korrespondierend zu zellulärer Migration und Matrix–
Remodelling bei UC-hMSC und BM-hMSC 
Die Beobachtung der Migration der mesenchymalen Stammzellen in das Biomaterial 
hinein legte die Vermutung einer Matrix-Metalloproteinasen (MMP) Produktion dieser 
Zellen nahe. Insbesondere MMP-2 ist an der zellulären Migration entscheidend 
beteiligt. 
In einem der vier Versuchsansätze fiel bereits makroskopisch unter Kontroll- und 
osteogenen Kultivierungsbedingungen eine deutliche Degradation der Kollagengele mit 
perinatalen Stammzellen auf (Abb. 16A). Die Kollagene waren bereits nach wenigen (5) 
Tagen zentral im Bereich der ausgesäten Stammzellen bis zum Boden der Kulturplatte 
ausgedünnt, während sich die Kollagene mit Knochenmarkstammzellen unverändert 
präsentierten. Auch histologisch war die allgemeine Größenabnahme und die zentrale 
Verschmälerung bis hin zur vollständigen Degradation des Kollagens sichtbar (Abb. 
16B). An diese Beobachtungen schloss sich konsequenterweise die Analyse der MMP-
Expression von UC-hMSC und BM-hMSC auf Proteinebene an. Hierzu wurden die 
Zellen vier unterschiedlicher Spender unstimuliert in zweidimensionalen 
Kultursystemen mittels Western Blot sowie osteogen induziert in dreidimensionalen 
Kultursystemen mittels Immunhistochemie auf die Enzyme MMP-1, -2 und -13 hin 
untersucht.  
Bei der Western Blot-Analyse wurde die Proteinexpressionsrate ins Verhältnis zur 
Expression des house-keeping Gens ß-Actin gesetzt. Bei der graphischen Aufbereitung 
der Daten fiel zunächst auf, dass die Stammzellen beider ontogenetischer Herkünfte mit 
zweidimensionalem Wachstumsmuster bereits unter Kontrollbedingungen MMPs 
exprimierten, wobei die Nabelschnurstammzellen durchweg höhere Expressionsraten 
erzielten als die Knochenmarkstammzellen (Abb. 16C). Am stärksten imponierte die 
Produktion von MMP-13 sowohl bei den UC-hMSC (0,8621 ± 0,124) als auch bei BM-
hMSC (0,6542 ± 0,099). Der größte Unterschied in der Syntheseleistung der beiden 
Stammzelltypen zeigte sich im Western Blot bezüglich MMP-1. Die Expression von 
MMP-2 war bei beiden Stammzelltypen unter zweidimensionalen Kultivierungs-
bedingungen nur mäßig ausgeprägt (BM-hMSC 0,259 ± 0,051). Bei den unstimulierten 
Nabelschnurstammzellen nahm sie sogar den niedrigsten Anteil unter den MMPs ein 
(0,4008 ± 0,0714).  
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Abbildung 16: In einem der vier Versuchsansätze mit UC-hMSC fiel makroskopisch unter Kontroll- und 
osteogenen Kultivierungsbedingungen eine deutliche Degradation der Kollagengele auf (A), welche auch 
histologisch sichtbar war (B). Es erfolgte die Analyse der MMP-Expression von UC-hMSC und BM-
hMSC auf Proteinebene unstimuliert in zweidimensionalen Kultursystemen mittels Western Blot (C) 
sowie osteogen induziert in dreidimensionalen Kultursystemen mittels Immunhistochemie (D-I). Beide 
Stammzellarten mit zweidimensionalem Wachstumsmuster exprimierten bereits unter 
Kontrollbedingungen MMPs (C). Die immunhistochemischen Analysen der osteogen induzierten 
Stammzellen auf den dreidimensionalen Kultursystemen demonstrierten bei den UC-hMSC eine 
Schwerpunktverlagerung der stärksten MMP-Expression weg von MMP-13 hin zu MMP-1 und -2 (D, E). 
MMP-13 wurde, ebenso wie bei den BM-hMSC, kaum noch exprimiert (F, I). Dafür zeigten auch die ins 
Kollagen migrierenden adulten mesenchymalen Stammzellen eine stärkere Positivität für MMP-1 und im 
Besonderen MMP-2 (G, H). 
 
Die immunhistochemischen Analysen der osteogen induzierten Stammzellen auf den 
dreidimensionalen Kultursystemen demonstrierten bei den Nabelschnurstammzellen 
eine Schwerpunktverlagerung der stärksten MMP-Expression weg von MMP-13 hin zu 
MMP-1 und -2 (Abb.16D, E). MMP-13 wurde, ebenso wie es bei den 
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Knochenmarkstammzellen der Fall war, kaum noch exprimiert (Abb.16F, I). Dafür 
zeigten auch die ins Kollagen migrierenden adulten mesenchymalen Stammzellen eine 
stärkere Positivität für MMP-1 und im Besonderen MMP-2 (Abb. 16G, H). 
 
3.2 Ektodermale Differenzierung 
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde insbesondere das Verhalten perinataler 
Stammzellen unter dreidimensionalen Kultivierungsbedingungen der Haut untersucht. 
Die Ergebnisse basieren ebenfalls auf vier unabhängigen Durchführungen pro Versuch 
mit je vier unterschiedlichen Stammzellspendern (n=4). 
 
3.2.1 Multipotenz mesenchymaler Stammzellen aus Nabelschnur und 
Knochenmark auf dreidimensionalen organtypischen Kultursystemen der Haut 
Bevor mesenchymale Stammzellen auf dermalen Äquivalenten unter epidermalen 
Induktionsstimuli kultiviert werden konnten, wurde zunächst der Nachweis ihrer 
Überlebensfähigkeit und Mulipotenz unter diesen Bedingungen erbracht. Hierzu wurden 
die Stammzellen auf fibroblastenreiche Kollagengele aus Kollagen I und III aufgebracht 
und unter Luftkontakt osteogen sowie adipogen differenziert. Durch die Anreicherung 
der kollagenen Matrix mit Bindegewebszellen, die durch die Synthese von EZM und 
Zytokinen Einfluss auf zelluläre Proliferations- und Differenzierungsprozesse nehmen 
können, und durch die Kultivierung unter dem Einfluss von Luft konnten die in vivo 
Bedingungen der Haut imitiert werden (Nachweis für BM-hMSC durch Schneider et al. 
(2008) bereits erbracht, daher wird hier auf bildliche Darstellung verzichtet). Unter 
Kontrollbedingungen waren weder Calciumablagerungen noch Lipidvakuolen sichtbar 
(Abb. 17A, D). Die Nabelschnurstammzellen wuchsen in einem mehrschichtigen 
Verbund, der die hohe proliferative Aktivität der Zellen widerspiegelte und die gute 
Adaptation der Zellen an ihre äußere Umgebung verdeutlichte. Im oberen Drittel der 
Zellschicht dominierten enge Zell-Zell-Kontakte, während in tieferen Schichten eine 
eher lockere Wachstumsstruktur vorherrschte (Abb. 17D).  
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Abbildung 17: UC-hMSC behalten unter Kultivierungsbedingungen der Haut ihre Multipotenz. Die 
hauptsächlich spindelförmig konfigurierten UC-hMSC wuchsen in einem mehrschichtigen Verbund (A) 
und migrierten in die kollagene Matrix hinein (D, Pfeile). Nach 21-tägiger osteogener Induktion 
imponierten innerhalb der zellulären Matrix rundlich konfigurierte, zellfreie Aggregate (B, inset), die sich 
sowohl in der Alizarin-Rot- (AR) als auch in der von Kossa Färbung (vK) positiv färbten (E, inset). Unter 
adipogenen Differenzierungsbedingungen konnten erst in der Toluidinblau-Färbung (TB) bei hoher 
Vergrößerung zarte und kleine intrazytoplasmatische Lipidvakuolen nachgewiesen werden (F, Pfeile). 
Abkürzungen: Kol = Kollagen. Skala: 200 µm (A, B, C), 100 µm (D, E), 20 µm (F) 
 
Die hauptsächlich spindelförmig konfigurierten Zellen bildeten keine klare Grenze zur 
kollagenen Matrix und migrierten so auch in diese hinein (Abb. 17D, Pfeile). Nach 21-
tägiger osteogener Induktion fiel eine konzentrische Kontraktion des Kollagengels in 
Richtung Stammzellen auf, die sich auch makroskopisch belegen ließ (Abb. 17B, 
Pfeile). Innerhalb der zellulären Matrix imponierten rundlich konfigurierte, zellfreie 
Aggregate (Abb. 17B, inset). Sowohl in der Alizarin-Rot- als auch in der von Kossa-
Färbung waren positive Akkumulationen innerhalb der zellulären Matrix deutlich 
ausgeprägt (Abb. 17E, inset). Beide Färbungen konnten den Eindruck einer relativ 
homogenen Mineralisation vermitteln. Auch unter adipogenen 
Differenzierungsbedingungen zeigten die perinatalen Stammzellen ein hohes 
Proliferationspotential, wobei die Zelldichte von den oberflächlichen zu den tieferen 
Schichten hin abnahm (Abb. 17C). Auch hier waren mehrere zellfreie, rundliche 
Aggregate innerhalb der zellulären Matrix eingelagert, die in der HE-Färbung ein blass 
rosanes Erscheinungsbild hatten (Abb. 17C, Stern). Erst in der Toluidinblau-Färbung 
konnten bei hoher Vergrößerung zarte und kleine intrazytoplasmatische Lipidvakuolen 
nachgewiesen werden (Abb. 17F, Pfeile), was einen erneuten Beleg für die schlechte 
Differenzierbarkeit der mesenchymalen Nabelschnurstammzellen in Adipozyten 
lieferte. 
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Mesenchymale Stammzellen aus der Nabelschnur waren also auf dermalen 
Äquivalenten überlebensfähig und behielten ihre Multipotenz. 
 
3.2.2 Koexpression mesenchymaler und epithelialer Marker bei mesenchymalen 
Stammzellen 
Zur genaueren Charakterisierung der perinatalen mesenchymalen Stammzellen 
bezüglich ihres vorhandenen Potentials wurde ihr mesenchymaler bzw. epithelialer 
Phänotyp anhand der Vimentin- bzw. Zytokeratin-Expression bestimmt. Beide 
Stammzellarten exprimierten entsprechend ihres mesodermalen Ursprungs das 
Intermediärfilament Vimentin. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte eine 
Positivität der Nabelschnurstammzellen für dieses Markerprotein von ca. 92 % (Abb. 
18A, D). Diese Ergebnisse bestätigten sich auch in der Immunhistochemie kultivierter 
Zellen, wobei BM-hMSC, gemessen an der Stärke der Fluoreszenz, eine ähnliche 
Expressionsrate an Vimentin zu haben schienen wie UC-hMSC (Abb. 18G, I). Ein 
völlig anderes Bild zeigte sich bei der Analyse des epithelialen Markers Pan-
Zytokeratin. Dieser wurde, wie es FACS-Analysen (Abb. 18C, F) und 
Immunhistochemie (Abb.18H, J) sehr gut visualisierten, lediglich von den 
Nabelschnurstammzellen exprimiert und dies auch nur zu einem geringen prozentualen 
Anteil von 9,13 %. In einer genaueren immunhistochemischen Differenzierung in die 
Zytokeratin-Untergruppen CK5/6 sowie CK10/13 war jeweils nur eine schwache 
Positivität nachweisbar (Abb. 18J, inset). Smooth muscle actin (SMA, glattmuskuläres 
Aktinfilament), als Myofibroblasten Marker, wurde von fast allen 
Nabelschnurstammzellen (94 %) exprimiert (Abb. 18B, E), im Gegensatz zu den 
Knochenmarkstammzellen, die für dieses Markerprotein negativ waren.  
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Abbildung 18: Immunhistochemie und FACS-Analysen belegten bei den UC-hMSC die Koexpression 
des mesenchymalen Markers Vimentin (A, D, I) und des epithelialen Markers Pan-Zytokeratin (CK) (C, 
F, J). Glattmuskuläres Aktin (SMA) als Myofibroblastenmarker wurde von nahezu allen UC-hMSC 
exprimiert (B, E). Die BM-hMSC im Vergleich dazu zeigten lediglich eine Vimentin Positivität (G) bei 
Pan-CK Negativität (H). Skala: 20 µm  
 
3.2.3 Expression von Zytokeratin und Vimentin im Verlauf einer 21-tägigen 
Kultivierung von UC-hMSC auf dermalen Äquivalenten unter Bedingungen der 
Haut 
Da unstimulierte, in zweidimensionalen Kultursystemen wachsende 
Nabelschnurstammzellen zu fast 10 % CK exprimierten, war die Bestimmung des 
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Verlaufs der CK-Expression im Vergleich zur Vimentin-Expression während der 21-
tägigen epidermalen Differenzierung von besonderem Interesse. Es stellte sich die 
Frage, ob die Stammzellen durch die Induktion ihren mesenchymalen Phänotyp 
verlieren und im Rahmen der Differenzierung einen vollständig epithelialen Phänotyp 
annehmen würden. Deshalb wurde in vier voneinander unabhängigen Versuchs-
durchführungen als mesenchymaler Marker Vimentin und als epithelialer Marker Pan-
CK nach zweitägiger Kultivierung auf dermalen Äquivalenten quantitativ bestimmt. Die 
einschichtig wachsenden Stammzellen zeigten in der Immunhistochemie nach wie vor 
eine starke Vimentin-Positivität (> 98 %) (Abb. 19B). Und auch für Pan-CK waren 60,5 
% ± 23,5 % der Nabelschnurstammzellen positiv (Abb. 19C). Die Zunahme der 
relativen Häufigkeit CK-positiver Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen in 
Kulturflaschen (9,13 % in der FACS-Analyse), könnte auf der Tatsache beruhen, dass 
vorwiegend CK exprimierende Zellen an die äußeren Bedingungen der organtypischen 
Kultivierung angepasst waren und daher in größerer Zahl überlebten und adhärent 
wurden. 
Nach einer Kultivierungsdauer von 10 Tagen präsentierten die ausgesäten Stammzellen 
bereits ein mehrschichtiges Wachstum (Abb. 19D). In dem relativ kompakten 
Zellverband deutete sich eine Epidermis-ähnliche Schichtung an. Die oberflächlichen 
Zellen erschienen spindelförmig und abgeflacht, während die Zellen aus tieferen 
Schichten eine eher kubische Form annahmen (Abb. 19G, inset). Aber trotz des 
epidermisähnlichen Phänotyps waren nur 4 % ± 1,6 % der UC-hMSC CK positiv (Abb. 
19F, I). Bezüglich der Verteilung dieser positiven Zellen konnte keine Regelmäßigkeit 
abgeleitet werden. Sowohl bei den oberflächlichen abgeflachten Zellen, die vom 
äußeren Aspekt her an Zellen des Stratum granulosum erinnerten, als auch bei den tiefer 
liegenden polygonalen Zellen war der epitheliale Marker nachweisbar. Diese 
Beobachtung einer mangelnden keimblattüberschreitenden Differenzierung wurde durch 
die Persistenz des mesenchymalen Markerproteins bestätigt. Nahezu alle Nabelschnur-
stammzellen (> 98 %) exprimierten weiterhin Vimentin (Abb. 19E, H).  
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Abbildung 19: Nach zweitägiger Kultivierung auf dermalen Äquivalenten zeigten die einschichtig 
wachsenden UC-hMSC in der Immunhistochemie nach wie vor eine starke Vimentin-Positivität (B). Und 
auch für Pan-CK war ein Großteil der UC-hMSC positiv (C). Nach einer Kultivierungsdauer von 10 
Tagen präsentierten die ausgesäten Stammzellen bereits ein mehrschichtiges Wachstum (D), wobei ein 
geringer Anteil an Zellen CK-positiv war (F, I) bei unverändert hoher Persistenz des mesenchymalen 
Markerproteins Vimentin (E, H). Nach 21 Tagen unter epidermalen Differenzierungsbedingungen führte 
die progrediente Kontraktion des Kollagengels zu einer zentralen, clusterförmigen Ansammlung der 
Zellen (J). Es zeigte sich ein konglomeratartiges Wachstum der perinatalen Stammzellen sowie rundliche 
Matrix-Agglomerate zwischen der zellulären Matrix (M, Stern). Bei fehlender epidermaler Stratifizierung 
exprimierten 33,6 % ± 11,7 % der Zellen den epithelialen Marker Pan-CK (L, O) während die 
persistierende Vimentin-Expression gegen den Verlust ihres mesenchymalen Phänotyps sprach (K, N). 
Skala: 60 µm (A-C, M, N), 300 µm (D), 120 µm (E-G), 20 µm (H, I, O), 250 µm (J-L) 
 
Des Weiteren war hier erkennbar, dass ein für funktionelle Haut entscheidender 
Baustein nicht ausgebildet wurde, und zwar eine Basalmembran zur Abgrenzung zum 
kollagenen Stroma. Die Zellen konnten somit in die kollagene, fibroblastenhaltige 
Matrix migrieren ohne Grenzen zu respektieren (Abb. 19H, Pfeile).  
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Nach weiteren 11 Tagen unter epidermalen Differenzierungsbedingungen hatte sich das 
morphologische Bild vollständig geändert. Die progrediente Kontraktion des 
Kollagengels führte zu einer zentralen, clusterförmigen Ansammlung der Zellen, die 
fast vollständig von Kollagen umgeben war (Abb. 19J). Der schichtförmige Aufbau der 
Zellen war verloren gegangen. Stattdessen ließ sich ein konglomeratartiges Wachstum 
der perinatalen Stammzellen, das mit dem Wachstumsmuster der osteogen stimulierten 
Nabelschnurstammzellen vergleichbar war, feststellen. Auch hier waren die Zellen in 
einem lockeren Zellverband scheinbar ohne direkte Zell-Zell-Verbindungen angeordnet. 
Außerdem konnte man rundliche Matrix-Agglomerate zwischen der zellulären Matrix 
erkennen (Abb. 19M, Stern). Auch diese Veränderungen ähnelten denen der osteogen 
differenzierten UC-hMSC. Obwohl jegliche Struktur oder Stratifizierung im Aufbau der 
Zellschichten fehlte, war der Anteil CK-positiver Zellen im Vergleich zum Tag 10 auf 
33,6 % ± 11,7 % gestiegen (Abb. 19L, O). Jedoch ließen sich auch hier keine 
Regelmäßigkeiten bezüglich der Verteilung feststellen. Diese CK-positiven Zellen 
deuteten zwar auf die Existenz reifer Epithelzellen hin, sie koexprimierten jedoch 
ebenso wie der Rest der Stammzellpopulation weiterhin Vimentin, was gegen den 
Verlust ihres mesenchymalen Phänotyps sprach (Abb. 19K, N).  
 
3.2.4 Expression von Zytokeratin und Vimentin im Verlauf einer 21-tägigen 
Kultivierung von UC-hMSC auf dermalen Äquivalenten unter osteogenen 
Bedingungen  
Im Gegensatz zu einer partiellen Positivität der Nabelschnurstammzellen für Pan-CK 
unter organtypischen Kultivierungsbedingungen der Haut verloren die UC-hMSC ihre 
Positivität vollständig im Verlauf einer osteogenen Differenzierung (Abb. 20C). Die 
Tatsache, dass die mehrschichtig wachsenden Nabelschnurstammzellen unter diesen 
Bedingungen nach wie vor positiv für das charakteristische Intermediärfilament 
mesenchymaler Zellen (Vimentin) waren, bestätigte die Erhaltung des mesodermalen 
Immunphänotyps (Abb. 20A, B).  
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Abbildung 20: Im Verlauf einer osteogenen Differenzierung verloren die mehrschichtig wachsenden UC-
hMSC ihre Pan-CK Positivität vollständig (A, C), waren jedoch weiterhin positiv für Vimentin, was die 
Erhaltung des mesodermalen Immunphänotyps bestätigte (B). Skala: 50 µm 
 
Es wurde jedoch deutlich, dass durch die Wahl der Kultivierungsbedingungen der 
mesodermale und epitheliale Phänotyp der Stammzellen beeinflusst werden konnte. 
 
3.2.5 Einfluss von all-trans-Retinsäure und 5-Azacytidin auf die Pan-CK- 
Expression von Nabelschnurstammzellen 
Sowohl unter dem Einfluss von all-trans-Retinsäure als auch von 5-Azacytidin 
überlebten die Stammzellen auf den dermalen Äquivalenten unter Luftkontakt. Nach 
Vorbehandlung der Nabelschnurstammzellen mit dem Pyrimidinanalogon 5-Azacytidin, 
das demethylierende Eigenschaften besitzt, wuchsen die epidermal induzierten Zellen in 
ca. fünf bis sechs Schichten in einem lockeren Zellverband, durch die extrazelluläre 
Matrix voneinander getrennt (Abb. 21A). Insgesamt überwog der Eindruck eines 
unstrukturierten und unorganisierten Wachstumsmusters. Nur 6,9 % (± 3,1 %) der 
Zellen waren schwach Zytokeratin-positiv (Abb. 21C). Die Expression von Vimentin 
hingegen war unverändert hoch, was den mesodermalen Phänotyp bestätigte (Abb. 
21B).  
Unter dem 21-tägigen Einfluss von all-trans-Retinsäure zeigten die perinatalen 
Stammzellen unter epidermalen Kultivierungsbedingungen ein vollständig anderes 
strukturelles Verhalten. Bereits in der HE-Färbung imponierte das mehrschichtige 
Wachstum, das ein Vielfaches dessen betrug, was die Zellen unter Vorbehandlung mit 
5-Azacytidin zeigten (Abb. 21D). Neben der höheren Wachstumsrate fiel jedoch - 
überwiegend in den oberen Schichten - auch eine eindeutige Stratifizierung der Zellen 
auf. In dem Bereich, in dem die Zellen Luftkontakt hatten, präsentierten sie sich 
deutlich abgeflacht (Abb. 21D, inset).  
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Abbildung 21: Nach Vorbehandlung der UC-hMSC mit dem 5-Azacytidin, wuchsen die epidermal 
induzierten Zellen mehrschichtig (A), jedoch überwiegend unstrukturiert und unorganisiert. Nur 6,9 % (± 
3,1 %) der Zellen waren schwach Zytokeratin-positiv (C), bei unverändert hoher Expression von 
Vimentin, was den mesodermalen Phänotyp bestätigte (B). Unter dem 21-tägigen Einfluss von all-trans-
Retinsäure imponierte bereits in der HE-Färbung das mehrschichtige Wachstum (D). Zusätzlich 
präsentierten sich die Zellen im Sinne einer Stratifizierung überwiegend in den oberen Schichten deutlich 
abgeflacht (D, inset). Es zeigten sich mehrere Matrixaggregate (D, Sterne). Bei der 
immunhistochemischen Untersuchung mit dem epithelialen Marker Pan-CK waren 34,1 % (± 9,8 %) der 
Zellen positiv und zeigten eine homogene Verteilung im Zellverband (F). Parallel koexprimierten diese 
Zellen aber weiterhin Vimentin (E).  
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Die entsprechenden Zellkerne erschienen länglich oval. Diese Veränderungen 
erstreckten sich an einer Stelle sogar über bis zu acht Zelllagen. In tiefer gelegenen 
Schichten verlor sich der strukturierte Aufbau und es dominierte ein fischzugartiges, 
wirbeliges Erscheinungsbild. Die Zellen erschienen spindelförmig, die dazugehörigen 
Zellkerne eher rundlich konfiguriert. Des Weiteren stachen die bereits bei der 21-
tägigen Kultivierung von UC-hMSC auf dermalen Äquivalenten unter Bedingungen der 
Haut beschriebenen Matrixaggregate hervor (Abb. 21D, Sterne). Bei der 
immunhistochemischen Untersuchung mit dem epithelialen Marker Pan-CK waren 34,1 
% (± 9,8 %) der Zellen positiv und zeigten eine homogene Verteilung im Zellverband 
(Abb. 21F). Nichtsdestotrotz koexprimierten diese Zellen weiterhin Vimentin (Abb. 
21E).  
 
3.2.6 Expression weiterer epithelialer Marker bei Nabelschnurstammzellen unter 
Kultivierungsbedingungen der Haut 
Den Nabelschnurstammzellen, die unter organtypischen Wachstumsbedingungen der 
Haut kultiviert wurden, fehlte sowohl ohne als auch mit all-trans-Retinsäure-
Behandlung eine eindeutige Stratifizierung im Sinne einer epidermalen Schichtung. 
Vielmehr dominierte ein ungeordnetes Wachstum, bei dem lediglich die oberflächlichen 
Zellen mit Luftkontakt eine Abflachung zeigten. Trotzdem waren nach 21-tägiger 
Differenzierung 33,6 % der Zellen Pan-CK positiv, unter all-trans-Retinsäure-
Behandlung sogar 34,1 %. Der Anteil dieser Zellen hatte sich somit im Vergleich zu 
den unstimulierten, zweidimensional kultivierten Stammzellen (9,13 % positive Zellen) 
mehr als verdreifacht. Da sich der Phänotyp der Zellen somit zumindest teilweise an die 
epidermalen Differenzierungsbedingungen adaptiert hatte, wurde eine detailliertere 
Analyse epithelialer Marker durchgeführt, die eine morphogenetische Umwandlung der 
Zellen hätten belegen können. Das Stratum basale der Epidermis besteht in vivo aus 
proliferationsaktiven, kubischen Stammzellen, die palisadenartig oberhalb der 
Basalmembran angeordnet sind und die Regenerationsfähigkeit des Epithels fördern. 
Die epidermal induzierten Nabelschnurstammzellen exprimierten jedoch in weniger als 
3 % der Fälle den Proliferationsmarker Ki 67, was auf eine sehr niedrige Mitoserate 
hinweist (Abb. 22A).  
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Abbildung 22: Eine detailliertere Analyse epithelialer Marker belegte eine fehlende morphogenetische 
Umwandlung in epidermale Zellen. Den Beleg einer sehr niedrigen Mitoserate der epidermal induzierten 
UC-hMSC lieferte der Proliferationsmarker Ki 67, der in weniger als 3 % der Fälle, vor allem in den 
oberflächlichen Zelllagen, exprimiert wurde (A, Pfeil). E-Cadherin als Marker einer frühen epidermalen 
Differenzierung war ebenso negativ (C) wie p63 (B) und die Zytokeratine (CK) 5/6 (D). Die 
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung (E-H) offenbarte die mangelnde Ausbildung von 
Zell-Zell-Kontakten in Form von epitheltypischen Adhärensverbindungen oder Desmosomen. Die Zellen 
lagen hauptsächlich ohne direkte Kontakte, von der umgebenden amorphen Matrix getrennt, 
nebeneinander (G). Abkürzungen: EZM = Extrazelluläre Matrix. Skala: 20 µm (A, B, D), 50 µm (C), 2 
µm (E-G), 200 nm (H)  
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Das Schlüsselregulatorprotein p63 dient dazu, die Schichtung der Epidermis zu 
initiieren und die Proliferationsaktivität der basalen Keratinozyten zu erhalten. Es ließ 
sich aber mittels immunhistochemischer Untersuchung bei den unter organtypischen 
Bedingungen der Haut kultivierten UC-hMSC nicht nachweisen (Abb. 22B). Ebenso 
waren diese negativ für Zytokeratin 5, das physiologischerweise in allen Schichten der 
Epidermis exprimiert wird, sowie für Zytokeratin 6, das in vivo lediglich in der basalen 
Zellschicht präsent ist (Abb. 22D). Als früher Marker einer möglichen epidermalen 
Differenzierung diente E-Cadherin. Aber auch für dieses, besonders in Epithelien 
vorkommende Adhäsionsprotein war keine Positivität der Nabelschnurstammzellen 
erkennbar (Abb. 22C). Die dadurch bedingte mangelnde Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten in Form von Adhärensverbindungen oder Desmosomen war in allen vier 
repräsentativen Schnitten offensichtlich. Die Zellen waren durch extrazelluläre Matrix 
voneinander getrennt, welche die Erzeugung eines zusammenhängenden Zellverbandes 
zusätzlich verhinderte. Diese Beobachtung bestätigte sich in der transmissions-
elektronenmikroskopischen Untersuchung der entsprechenden Gewebeproben (Abb. 
22E). Die Zellen lagen hauptsächlich ohne direkte Kontakte, von der umgebenden 
amorphen Matrix getrennt, nebeneinander (Abb. 22G). Vereinzelt zeigten sich zwischen 
benachbarten Zellen submembranöse elektronendichtere Strukturen, die einer Zonula 
adhaerens ähnelten (Abb. 22F). In einer stärkeren Vergrößerung wurde jedoch deutlich, 
dass es sich hierbei der Struktur nach nicht um epitheltypische Desmosomen oder 
Zonulae adhaerentes handelte (Abb. 22H, Pfeil). 
 
3.2.7 Quantifizierung der Kontraktion der dermalen Äquivalente durch 
Nabelschnurstammzellen 
Nach 21-tägiger Kultivierung der Nabelschnurstammzellen unter Bedingungen der Haut 
war eine progrediente Kontraktion der dermalen Äquivalente zu beobachten, ähnlich 
wie dies bereits unter osteogenen und adipogenen Differenzierungsbedingungen 
beschrieben wurde. Im Vergleich zu einem azellulären Kollagengel, zeigte ein Kollagen 
mit fibroblastenreicher Matrix nach 21 Tagen bereits eine signifikante Flächenreduktion 
(p=0,009), was auf der kontraktilen Wirkung der Fibroblasten beruhte (Abb. 23).  
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Abbildung 23: Im Vergleich zu einem azellulären Kollagengel, zeigte ein Kollagen mit 
fibroblastenreicher Matrix nach 21 Tagen bereits eine signifikante Flächenreduktion (* p=0,009), was auf 
der kontraktilen Wirkung der Fibroblasten beruhte. Die Kollagengele mit ausgesäten Nabelschnur-
stammzellen, waren unter Kultivierungsbedingungen der Haut im Vergleich zu dem fibroblastenhaltigen 
Kollagen ohne Stammzellen wiederum signifikant auf weniger als die Hälfte der Ausgangskollagenfläche 
vom Tag 1 kontrahiert (** p<0,001). Nach Behandlung mit 5-Azacytidin (p=0,334) oder all-trans-
Retinsäure (p=0,186) konnte keine signifikante Veränderung der Kollagenfläche eruiert werden. 
Abkürzungen: NS = nicht signifikant  
 
Die Kollagengele mit ausgesäten Nabelschnurstammzellen, die sich als beige 
Verfärbung innerhalb einer zentralen Vertiefung darstellten, waren unter 
Kultivierungsbedingungen der Haut im Vergleich zu dem fibroblastenhaltigen Kollagen 
ohne Stammzellen wiederum signifikant auf weniger als die Hälfte der 
Ausgangskollagenfläche vom Tag 1 kontrahiert (p<0,001). Nach Behandlung mit 5-
Azacytidin (p=0,334) oder all-trans-Retinsäure (p=0,186) konnte keine signifikante 
Veränderung der Kollagenfläche eruiert werden. Diese Erkenntnisse der 
unterschiedlichen Kontraktionsstärken der Kollagengele korrelierten mit den 
Ergebnissen einer immunhistochemischen α-SMA Färbung. Während der Anteil α-
SMA positiver Zellen sowohl unter den Standard-Kultivierungsbedingungen der Haut 
(Abb. 24A) als auch unter Modifikation mit 5-Azacytidin (Abb. 24C) relativ homogen 
innerhalb des Zellverbandes verteilt war, zeigte sich unter Behandlung mit all-trans-
Retinsäure eine eindeutige Präferenz dieser Zellen in den oberflächlichen Schichten und 
im Kontaktbereich mit der kollagenen Matrix (Abb. 24B).  
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Abbildung 24: Die Kontraktion der Kollagengele korrelierte mit der immunhistochemischen α-SMA 
Färbung. Während der Anteil α-SMA positiver Zellen sowohl unter den Standard-
Kultivierungsbedingungen der Haut (A) als auch unter Modifikation mit 5-Azacytidin (C) relativ 
homogen innerhalb des Zellverbandes verteilt war, zeigte sich unter Behandlung mit all-trans-Retinsäure 
eine eindeutige Präferenz dieser Zellen in den oberflächlichen Schichten und im Kontaktbereich mit der 
kollagenen Matrix (B). Die Expression des muskelspezifischen Intermediärfilaments Desmin konnte 
immunhistochemisch nicht belegt werden, wodurch die phänotypische Umwandlung in quergestreifte 
Muskulatur ausgeschlossen wurde (D). Die Transmissionselektronenmikroskopie gab die 
charakteristischen Merkmale von Myofibroblasten wie den eingekerbten, säbelblattartig konfigurierten 
Zellkern (E, Stern), einen gut ausgebildeten Golgi-Komplex mit zahlreichen Mitochondrien und rauem 
endoplasmatischem Retikulum (rER) (E, Pfeile) sehr gut wider. Parallel zur Längsachse der Zellen waren 
Mikrofilamentbündel ausgerichtet (G, Pfeile). Die fibrilläre, amorphe Matrix (F, Stern), welche die Zellen 
umgab, konnte strukturell gut von der kollagenen Matrix (F, Pfeilkopf) abgegrenzt werden. Es fanden 
sich mehrere Zellen mit schlanken und spitz zulaufenden zytoplasmatischen Ausläufern, denen eine 
migratorische Aktivität zu Grunde liegt (H). Skala: 100 µm (A, C, D), 200 µm (B), 2 µm (E, F), 500 nm 
(G), 5 µm (H) 
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Die Expression des muskelspezifischen Intermediärfilaments Desmin konnte 
immunhistochemisch nicht belegt werden, wodurch die phänotypische Umwandlung in 
quergestreifte Muskulatur ausgeschlossen wurde (Abb. 24D). Die alleinige 
Anwesenheit von α-SMA sprach somit für die Entwicklung eines 
myofibroblastenartigen Phänotyps und erklärte die kontraktilen Eigenschaften der 
differenzierten Nabelschnurstammzellen.  
Die Transmissionselektronenmikroskopie gab die charakteristischen Merkmale von 
Myofibroblasten sehr gut wider. Die spindelförmigen Zellen zeigten allesamt den 
typischen eingekerbten, teilweise sogar säbelblattartig konfigurierten Zellkern (Abb. 
24E, Stern). Das Zytoplasma war neben einem gut ausgebildeten Golgi-Komplex und 
zahlreichen Mitochondrien reich an rauem endoplasmatischem Retikulum (rER), was 
für eine hohe Syntheseleistung der Zellen sprach (Abb. 24E, Pfeile). Ein weiteres 
Charakteristikum von Myofibroblasten stellten die Mikrofilamentbündel dar, die 
eindeutig erkennbar parallel zur Längsachse der Zellen ausgerichtet waren (Abb. 24G, 
Pfeile). Die fibrilläre, amorphe Matrix (Abb. 24F, Stern), welche die Zellen umgab, 
konnte strukturell gut von der kollagenen Matrix (Abb. 24 F, Pfeilkopf) abgegrenzt 
werden. Der hohen zellulären Stoffwechselaktivität nach zu urteilen, stellte sie ein 
Syntheseprodukt der Myofibroblasten dar. Über die beschriebene Synthesekapazität der 
α-SMA-positiven, epidermal induzierten mesenchymalen Nabelschnurstammzellen 
hinaus, waren die Zellen auch in der Lage das Kollagen in tieferen Schichten aktiv zu 
besiedeln. Dies konnte eindrücklich elektronenmikroskopisch visualisiert werden. Es 
fanden sich mehrere Zellen mit schlanken und spitz zulaufenden zytoplasmatischen 
Ausläufern, denen eine migratorische Aktivität zu Grunde liegt (Abb. 24H). Diese 
Eigenschaft potenzierte ihre kontraktilen Fähigkeiten, da durch die gleichmäßigere 
Besiedlung eine größere Kollagenfläche in den Kontraktionsprozess involviert wurde. 
Es lässt sich also zusammenfassend feststellen, dass die UC-hMSC, die unter 
epidermalen Differenzierungsbedingungen kultiviert wurden, alle Merkmale reifer 
Myofibroblasten aufwiesen.  
 
3.2.8 Synthese extrazellulärer Matrix durch Nabelschnurstammzellen unter 
Wachstumsbedingungen der Haut 
Neben der perizellulär gelegenen kollagenen Matrix, produzierten die perinatalen 
Stammzellen auch größere, zusammenhängende Matrix-Aggregate, die mittels Routine-
Färbungen und Immunhistochemie in ihrer Zusammensetzung weiter analysiert wurden. 
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In den Alzianblau- und PAS-Färbungen präsentierten sich die Komponenten der 
extrazellulären Matrix schwach positiv (Abb. 25A, B).  
 
Abbildung 25: UC-hMSC produzierten Komponenten einer Basalmembran ohne dass sich eine solche 
auch ausgebildet hätte. In den Alzianblau- und PAS-Färbungen präsentierte sich die extrazelluläre Matrix 
schwach positiv (A, B), was für die Synthese von kohlenhydratreichen Substanzen wie Glykogen, 
Glykoproteinen oder Glykolipiden sprach. Die immunhistochemische Untersuchung der Matrix-Cluster 
zeigte eine deutliche Positivität für Kollagen IV (C) sowie  eine etwas schwächere Immunreaktion für 
Laminin (D).  
 
Dies sprach für die Synthese von kohlenhydratreichen Substanzen wie Glykogen, 
Glykoproteinen oder Glykolipiden, welche die Interaktion zwischen Zellen und Matrix 
erleichterten. Die immunhistochemische Untersuchung der Matrix-Cluster zeigte eine 
deutliche Positivität für Kollagen IV mit einem granulären Aspekt (Abb. 25C). Deutlich 
homogener, aber auch insgesamt schwächer stellte sich die Immunreaktion für Laminin 
dar (Abb. 25D). Obwohl also die wichtigsten Bestandteile einer Basalmembran von den 
Nabelschnurstammzellen synthetisiert wurden, bildete sich eine solche nicht aus, so 
dass die Zellen ungehindert in das Kollagengel migrieren konnten (s.o.). Stattdessen 
akkumulierten die Proteine ungeordnet bzw. in Form weitgehend zellfreier Matrix-
Aggregate zwischen den Nabelschnurstammzellen ohne eine strukturelle Funktion (z.B. 
Barrierefunktion in der Epidermis) zu erfüllen.  
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4. Diskussion 
Der Verlust von Organen oder Geweben beim Menschen stellt in der Medizin nach wie 
vor eine schwere Herausforderung dar. Die bisherigen therapeutischen Möglichkeiten 
umfassen hauptsächlich operative Rekonstruktionen, prothetischen Ersatz oder 
Transplantation von autologem Gewebe oder Fremdorganen. Allerdings wird 
letztgenannte Methode zusätzlich durch die begrenzte Verfügbarkeit von Organen und 
Geweben, insbesondere im Bereich der Pädiatrie, limitiert. Die lebenslange 
postoperative Immunsuppression bei Transplantation von Fremdgewebe stellt einen 
weiteren Nachteil dar. Ein aktueller Forschungsschwerpunkt im Bereich der Medizin 
und Biotechnologie, das Tissue Engineering, bietet alternative Lösungsstrategien für die 
oben beschriebenen Probleme. Insbesondere zeigt die Kombination von Stammzellen 
und Biomaterialien interessante Ansätze für die Behandlung größerer Gewebsdefekte.  
Die vorliegende Arbeit untersuchte das osteogene und ektodermale Differenzierungs-
potential mesenchymaler Stammzellen aus der Whartonschen Sülze der Nabelschnur 
und aus dem Knochenmark sowohl unter zweidimensionalen Wachstumsbedingungen 
als auch auf dreidimensionalen Kollagen-basierten Kultursystemen. Aktuelle 
Forschungsergebnisse unterstreichen die Bedeutung von Studien, die das in vitro 
Verhalten der Stammzell-Biomaterial-Hybride untersuchen, um die Einheilung und 
Funktionsfähigkeit des Transplantats in vivo mittels Zellmigration und Matrix-
Remodelling genauer vorhersagen zu können und die gewünschte Differenzierung 
sicherzustellen. Andernfalls könnten ohne vorherige in vitro Testungen 
Maldifferenzierungen oder unerwünschte Effekte unentdeckt bleiben (Breitbach et al. 
2007, Kunter et al. 2007). Die dreidimensionalen Kultivierungssysteme versuchen dazu 
die in vivo Bedingungen bestmöglich zu imitieren. Neben dem strukturellen 
Grundgerüst aus bovinem Kollagen I und III, das die entscheidenden Komponenten 
eines osteogenen und epidermalen Milieus bildet, spielen dabei spezielle 
Wachstumsfaktoren aus dem jeweiligen Nährmedium eine wichtige Rolle. Zur 
Induktion der epidermalen Differenzierung wurden in der kollagenen Matrix zusätzlich 
Fibroblasten kultiviert, die wichtige Komponenten der Dermis wie 
Glykosaminoglykane, Proteoglykane, Kollagenfibrillen, elastische Fasern sowie 
Adhäsionsproteine (z.B. Laminin, Fibronektin) synthetisieren. Um die organtypischen 
Kulturbedingungen der Haut zu optimieren, wurden die mesenchymalen Stammzellen 
im Gegensatz zum osteogenen Kultivierungssystem unter Luftkontakt kultiviert. 
Modifiziert wurde dieses Modell durch die Vorbehandlung der Stammzellen beider 
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ontogenetischer Herkünfte mit dem Demethylierungsagens 5-Azacytidin und durch die 
Zugabe von all-trans-Retinsäure als Modulator der Genexpression während des 21-
tägigen Differenzierungszeitraums. 
Gegenstand der Untersuchungen war ein Vergleich der Stammzellen aus Nabelschnur 
und Knochenmark bezüglich Kollagenbesiedelung und Zellmigration, 
Differenzierungspotential, Umbau der kollagenen Matrix einschließlich 
Syntheseprodukten und Kollagenkontraktion. Hierzu dienten histologische, 
proteinchemische (Immunhistochemie, Western Blot, Durchflusszytologie), 
molekularbiologische (RT-PCR) und elektronenmikroskopische Methoden. Die 
mesenchymalen Stammzellen beider ontogenetischer Herkünfte wurden jeweils von vier 
unabhängigen Spendern mit dem entsprechenden, gleich bleibenden Verfahren isoliert 
und unter identischen Bedingungen in Kultur gehalten, um die Vergleichbarkeit 
innerhalb einer Stammzellpopulation, aber auch zwischen den beiden Populationen zu 
gewährleisten.  
 
4.1 Osteogene Differenzierung 
4.1.1 Multipotenz mesenchymaler Stammzellen auf Glas 
Es kann garantiert werden, dass es sich bei den isolierten und für diese Studie 
verwendeten Zellen aus dem Knochenmark und der Nabelschnur um mesenchymale 
Stammzellen handelt, da sie die Kriterien der International Society for Cellular Therapy 
erfüllten. Sie waren unter zweidimensionalen Standard Kultivierungsbedingungen 
plastikadhärent, negativ für den hämatologischen Stammzellmarker CD34 und in der 
Lage in Adipozyten und Osteoblasten zu differenzieren (Dominici et al. 2006) (Abb. 4, 
5E, F, K, L).  
Abgesehen von der fibroblastenartigen Zellmorphologie, die sowohl Nabelschnur- als 
auch Knochenmarkstammzellen gemein ist, offenbarten sich bezüglich des 
zweidimensionalen Wachstumsverhaltens grundlegende Unterschiede zwischen den 
beiden Stammzellarten. Im Gegensatz zu den Knochenmarkstammzellen, die eine 
Wachstumsrestriktion durch die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten zeigten, wuchsen 
die UC-hMSC ohne Kontaktinhibition auch in mehreren Schichten. Dabei bildeten sie 
Aggregate aus lebenden Zellen (Abb. 3A), die dem äußeren Aspekt nach den „embryoid 
bodies“ der embryonalen Stammzellen ähnelten. Eblenkamp et al. (2004) führten die 
Entwicklung einer dreidimensional wachsenden Zellpopulation und die spontane 
Differenzierung dieser Zellen auf die Ausbildung von engen interzellulären Kontakten 
zurück. Grundlegend dafür war ihre Beobachtung von verstärkten kristallinen 
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Ablagerungen innerhalb und in der Nähe der Zellaggregate auf der Basis alkalische 
Phosphatase-positiver Zellen. Die Existenz dieser Zellaggregate und das Wissen über 
spontane Differenzierungen der Nabelschnurstammzellen wurde in nachfolgenden 
Studien, beispielsweise von Baksh et al. (2007), publiziert. Ebenso bestätigten 
Sarugaser und seine Mitarbeiter (2005) in einer Studie, dass es neben einer 
Subpopulation von Nabelschnurstammzellen, die durch Induktion in einen osteogenen 
Phänotyp transformiert werden können, auch eine Subpopulation gibt, die spontan 
Knochenmatrix bilden kann. Interessanterweise stellte sich heraus, dass insbesondere 
vaskuläre Strukturen wenig differenzierte Zellen beherbergen, die sich in Osteoblasten 
transformieren lassen und auf diesem Weg zu heterotopen Ossifikationen führen 
können. So neigen z.B. Herzklappen und arterielle atherosklerotische Plaques zur 
Formation knöcherner Strukturen (Pauli et al. 2000; Mohler et al. 2001). Da die 
Nabelschnur, welche fetale Gefäße zur Ernährung des Embryos enthält, ebenfalls ein 
vaskuläres Kompartiment darstellt, ist das osteogene Transformationspotential der 
mesenchymalen Stammzellen vor diesem Hintergrund nicht verwunderlich. Durch diese 
Eigenschaften gewinnen die UC-hMSC eine größere Bedeutung für osteoregenerative 
Therapien v.a. im orthopädischen und unfallchirurgischen Fachbereich. 
Wie bereits erwähnt konnten beide Stammzellarten in Monolayer-Kulturen erfolgreich 
in Adipozyten und Osteoblasten differenziert werden. Allerdings zeigten sich zwischen 
den Stammzelltypen - neben den beschriebenen Unterschieden bezüglich des 
Wachstumsverhaltens - auch einige Unterschiede im Ausmaß der Differenzierbarkeit. 
Die perinatalen Stammzellen ließen sich um einiges schlechter in Adipozyten 
differenzieren als die gängigeren und besser untersuchten Knochenmarkstammzellen. 
Dies wurde einerseits deutlich durch die geringere Anzahl differenzierter Zellen, 
andererseits durch ein unreiferes morphologisches Erscheinungsbild der Adipozyten, 
das durch nur wenige und lediglich mikrovesikuläre Fetttropfen geprägt war. Zu den 
gleichen Ergebnissen kamen Karahuseyinoglu et al. (2007): innerhalb der 21-tägigen 
adipogenen Induktionsdauer entwickelten die Nabelschnurstammzellen verglichen mit 
den Knochenmarkstammzellen nur einen unreifen adipozytären Phänotyp, der den 
plurivakuolären Adipozyten des fetalen braunen Fettgewebes ähnelte (Kierszenbaum 
2002). Erst eine Verlängerung der Induktionsdauer auf vier bis fünf Wochen führte zu 
transkriptionellen und phänotypischen Veränderungen im Sinne einer reifen adipogenen 
Differenzierung (Karahuseyinoglu et al. 2008). Die Ausbildung einer univakuolären 
Fettzelle ist allerdings, ebenso wenig wie bei anderen mesenchymalen Stammzellen 
unterschiedlichster Ursprünge, nicht gelungen (Karahuseyinoglu et al. 2008). Ob dies 
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auf ein generelles Unvermögen der ex vivo kultivierten Zellen zurückzuführen ist, oder 
ob das Stadium der Präadipozyten durch einen spezifischen Induktionsfaktor 
überwunden werden kann, bleibt offen (Karahuseyinoglu et al. 2008). Eine Kultivierung 
über den notwendigen Zeitraum von 4 bis 5 Wochen hinaus brachte aber keinen 
weiteren Nutzen. Unter Berücksichtigung dieser Daten erklärt sich der mangelhafte 
Differenzierungsgrad der UC-hMSC nach dreiwöchiger Differenzierungsdauer in der 
vorliegenden Studie. Einen Grund für das unterschiedliche Differenzierungspotential 
sehen Karahuseyinoglu et al. (2007) in der möglichen Präsenz adipogener 
Vorläuferzellen im Knochenmark. Des Weiteren scheint die Wahl des adipogenen 
Induktionsmediums eine Rolle zu spielen. Unter DMEM mit niedrigem Glucosezusatz 
(1 g/L) sind erste Lipidtropfen schon nach sieben Tagen sichtbar (Wang et al. 2004), 
während ein Glucosezusatz von 4,5 g/L zu einer verzögerten Lipidformation erst nach 
10 bzw. 15 Tagen führt (Yen et al. 2005, Erices et al. 2000). Dies könnte ebenso eine 
verzögerte Transformation der Nabelschnurstammzellen in einen adipogenen Phänotyp 
begründen, da in der vorliegenden Arbeit ein adipogenes Induktionsmedium mit 
erhöhtem Glucosegehalt verwendet wurde (siehe 2.1.4.2).  
Das osteogene Potential der Nabelschnurstammzellen wurde erstmals von Wang et al. 
(2004) beschrieben. Verglichen mit den adulten mesenchymalen Stammzellen aus dem 
Knochenmark bildeten die perinatalen Stammzellen unter zweidimensionalen 
Differenzierungsbedingungen stärkere mineralisierte extrazelluläre Ablagerungen in 
Form von makronodulären kalzifizierten Akkumulationen. Erstgenannte fielen durch 
ein geringer ausgebildetes und deutlich homogeneres sowie feingranuläreres 
Verkalkungsmuster auf, das sich gut durch Alizarin-Rot- und von Kossa-Färbungen 
darstellen ließ. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Baksh et al. (2007) überein, 
die postulierten, dass perivaskuläre Zellen aus der Nabelschnur nach osteogener 
Induktion einen höheren Mineralisierungsgrad aufweisen als BM-hMSC. Eine mögliche 
Ursache dafür könnte in der erhöhten Anzahl von Osteoprogenitorzellen in Zellisolaten 
der Nabelschnur (Sarugaser et al. 2005) im Vergleich zum Knochenmark (Baksh et al. 
2003) liegen. Quantitative Analysen der wichtigsten osteogenen proteinchemischen 
Marker durch RT-PCR vermittelten einen konträren Eindruck. Sowohl die Expression 
des frühen osteogenen Markers Osteopontin als auch die der alkalischen Phosphatase 
als Marker einer mittleren Ossifizierungsstufe dominierte bei den adulten 
mesenchymalen Stammzellen (Abb. 6). Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass der 
anatomische Ursprung der mesenchymalen Stammzellen einen Einfluss auf das 
osteogene Potential hat. De facto wiesen also BM-hMSC eine ganzheitlichere und 
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vollständigere Differenzierung auf, die auch die Protein- und Genebene einschloss. 
Ursächlich ist vermutlich ihre engere Beziehung zur Osteogenese, was sich durch 
Studien von Guillot et al. (2008) und Panepucci et al. (2004) bestätigen ließ. Letzterer 
stellte bei den BM-hMSC eine höhere Expression osteogener Gene fest, während UC-
hMSC sich eher durch eine verstärkte Expressionsrate von Genen auszeichneten, die an 
Matrix-Remodelling Prozessen durch Matrix-Metalloproteinasen beteiligt sind. Die 
Bedeutung der anatomischen Herkunft der mesenchymalen Stammzellen für die 
Differenzierungskapazität in Osteoblasten kann gut anhand des frühen Markerproteins 
Osteopontin veranschaulicht werden. Dieses ist schon nach der ersten Woche der 
osteogenen Induktion sichtbar, während Osteocalcin erst nach einer vollständigen 
Osteogenese erscheint (Karahuseyinoglu et al. 2007). Osteopontin stellt eine 
bedeutsame Komponente der hämatopoetischen Stammzell-Nische dar und gilt als 
Regulator hämatopoetischer Progenitorzellen (Nilsson et al. 2005). Insofern ist die 
stärkere Expression dieses Proteins bei den Knochenmarkstammzellen verständlich, da 
deren Funktion u.a. darin besteht, die Expansion hämatopoetischer Stammzellen zu 
unterstützen. Die Diskrepanzen zwischen den Berichten über das bessere bzw. 
schlechtere osteogene Differenzierungspotential der Nabelschnurstammzellen lassen 
sich teilweise durch die Heterogenität der Zellen im Nabelschnurstroma erklären (6 
Zonen Einteilung der Nabelschnur). 
 
4.1.2 Osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen auf 
dreidimensionalen Kultursystemen 
Nachdem der Nachweis der Multipotenz für beide Stammzellarten im 
zweidimensionalen Kultursystem erbracht war, wurde die osteogene Differenzierbarkeit 
der mesenchymalen Stammzellen auf organtypischen dreidimensionalen 
Kultursystemen in Form von Kollagengelen untersucht. Diese stellt eine entscheidende 
Voraussetzung für die Anwendung im Bereich der Gewebeersatzstrategien dar. Ebenso 
wie die traditionell verwendeten Stammzellen aus dem Knochenmark waren die 
perinatalen Stammzellen auf den Kollagengelen nicht nur überlebensfähig, sondern 
auch proliferationsfähig. Sie wuchsen verglichen mit den BM-hMSC mehrschichtig, 
eingebettet in einer mineralisierten extrazellulären Matrix. Der Nachweis der 
Mineralisierung gelang mittels histologischer Färbemethoden wie Alizarin-Rot und von 
Kossa, immunhistochemisch sowie auf elektronenmikroskopischer Ebene. Während die 
Knochenmarkstammzellen in Monolayer-Kulturen verglichen mit den 
Nabelschnurstammzellen ein beschleunigtes und verstärktes Differenzierungsverhalten 
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in reife Osteoblasten darboten, zeigten letztere auf dreidimensionalen Kultursystemen 
ihre Überlegenheit. In ultrastrukturellen Untersuchungen gelang bei den Kollagengelen 
mit ausgesäten Nabelschnurstammzellen der Nachweis eines ausgeprägteren 
Matrixumbaus im Sinne eines vollständigen Differenzierungsprozesses mit Ausbildung 
reifer Osteoblasten. Diese Beobachtung lässt den Schluss zu, dass der Kontakt der 
Nabelschnurstammzellen zum Kollagen die osteogene Transformationskapazität der 
Zellen gesteigert hat. Lynch und seine Mitarbeiter (1995) sahen die Bedeutung des 
Kollagen I in der Funktion als Mittler der Signalkaskade, die zur Umwandlung der 
Stammzellen in einen osteoblastären Phänotyp führt. Dieses Erklärungsmodell dient 
ebenfalls zur Begründung der zellfernen Verkalkungen an der Kollagenunterseite (siehe 
Abb. 8A, C) bei Nabelschnurstammzellen. Die Nabelschnurstammzellen schienen 
folglich ein Medium zu benötigen, das eine großflächigere sowie beschleunigte und 
verstärkte Ossifizierung induziert. Daneben spielten aber auch migratorisch aktive 
Osteoblasten eine entscheidende Rolle, die zu einer gleichmäßigeren und einheitlicheren 
Mineralisierung des gesamten Kollagengels beitrugen. Die Tatsache, dass auch die 
migrierenden Zellen osteogene Marker ausbildeten, konnte durch immunhistochemische 
Analysen der Marker Osteopontin und PEBP bestätigt werden (Abb. 9A, C).  
Zusammenfassend lässt sich aus den vorliegenden Daten schlussfolgern, dass die UC-
hMSC eine attraktive alternative Quelle für zellbasierte Therapien im Rahmen von 
Fraktur- und Knochendefektbehandlungen wie z.B. bei Osteogenesis imperfecta, 
Osteoporose oder Osteoarthrose darstellen.  
 
4.1.3 Produktion extrazellulärer Matrix unter osteogenen Differenzierungs-
bedingungen 
Während der 21-tägigen Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen fiel bei den 
Nabelschnurstammzellen sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter osteogener 
Induktion die verstärkte Produktion extrazellulärer Matrix in Form interzellulärer 
Ablagerungen und großer, rundlicher Aggregate auf. Mit Hilfe weitergehender 
Analysen in Form spezifischer histologischer Färbungen konnte gezeigt werden, dass 
die zelluläre Matrix Alzianblau-positiv ist, was für die Existenz saurer 
Mukopolysaccharide spricht. Im Vergleich dazu zeigten die BM-hMSC lediglich eine 
schwache Positivität für besagte Färbung (Abb. 11A, C). Die nodulären Aggregate 
innerhalb der Matrix der Nabelschnurstammzellen enthielten eindeutig Kollagen IV und 
Laminin, während der immunhistochemische Nachweis dieser Proteine bei den 
Knochenmarkstammzellen deutlich schwächer bzw. negativ ausfiel (Abb. 12E-H). 
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Bereits in Monolayer-Kulturen produzierten die Stammzellen beider anatomischer 
Herkünfte Komponenten der extrazellulären Matrix. Die Genexpression von Kollagen I, 
III, IV und Laminin war bei den osteogen stimulierten Nabelschnurstammzellen im 
Vergleich zu den Nabelschnurstammzellen unter Kontrollbedingungen stark erhöht 
(Abb. 12A-D). Diese Tatsache geht konform mit der Beobachtung von Bailey et al. 
(2007), die in ihrer Studie eine Erhöhung der Kollagen I- und Glykosaminoglykan-
Produktion bei Nabelschnurstammzellen unter chondrogenen Wachstumsbedingungen 
propagierten. Bei den Knochenmarkstammzellen konnte mittels RT-PCR eine ähnliche 
Steigerung der Genexpression nur für Kollagen IV und Laminin festgestellt werden. Die 
Produktion von EZM durch beide Stammzellarten, durch UC-hMSC allerdings stärker 
ausgeprägt als durch BM-hMSC, liefert einen Hinweis auf die zweite wichtige Funktion 
mesenchymaler Stammzellen. Neben ihrem hohen Differenzierungspotential haben sie 
auch unterstützende Aufgaben als Stromazellen, indem sie durch die Synthese von 
Proteinen der EZM das Mikromilieu einer Stammzell-Nische organisieren und auf diese 
Art und Weise die Entwicklung nicht-mesenchymaler, v.a. hämatopoetischer 
Stammzellen fördern (Reese et al. 1999). Neben Laminin und Kollagen sind auch 
Fibronektin und Proteoglykane als weitere Syntheseprodukte mesenchymaler 
Stammzellen in der Literatur beschrieben (Chichester et al. 1993). Die Matrixsynthese 
ist entscheidend für die Verankerung der Zellen innerhalb ihrer Stammzell-Nische in 
vivo sowie innerhalb des artifiziellen Kultursystems ex vivo und für die interzelluläre 
Kommunikation, welche Differenzierungs- und Proliferationsvorgänge reguliert. 
Manello et al. (2006) erkannte bereits diese Bedeutung des Matrixumbaus, ferner die 
der Interaktion von Wachstumsfaktoren und Chemokinen für die Entwicklung 
osteoblastärer Progenitorzellen. Die beachtliche Syntheseleistung der Stromazellen aus 
der Whartonschen Sülze lässt sich auf ihre physiologische Funktion innerhalb der 
Nabelschnur zurückführen. Während der Embryogenese wandern die Blutinseln des 
Dottersacks in die embryonalen Organanlagen hinein und werden dabei von den 
Bindegewebszellen der Whartonschen Sülze, die sich aus dem extraembryonalen 
Mesoderm ableitet, begleitet (Sadler 2004). Diese supportive Funktion behalten die 
Stromazellen der Nabelschnur bei, was daran zu erkennen ist, dass sie in vitro die 
Expansion hämatopoetischer Stammzellen fördern (Lu et al. 2006) und in vivo deren 
Einheilung (Friedman et al. 2007). Außerdem bieten sie durch die enorme Produktion 
von Proteoglykanen wie Hyaluronsäure und Kollagenen für die Nabelschnurgefäße 
einen mechanischen Schutz vor Kompression, Torsion oder Abknickungen (Nanaev et 
al. 1997).  
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4.1.4 Matrix-Remodelling  
Neben einer Matrix-synthetisierenden Komponente zeigten die mesenchymalen 
Stammzellen, in besonderem Maße die Nabelschnurstammzellen, auch eine Matrix-
modellierende Komponente. Die aus der RT-PCR abgeleitete Mehrproduktion von 
Kollagen I nach osteogener Stimulation ließ sich durch die Darstellung kollagener 
Fasern mittels EvG-Färbung verifizieren. Es zeigte sich bei den perinatalen 
Stammzellen eine fuchsinrote Verdichtung im Grenzbereich zwischen Zellen und 
kollagener Matrix, die durch die vermehrten Kollagen I-Fasern hervorgerufen wurde 
(Abb. 11E, F). Im Vergleich dazu demonstrierten die adulten Stammzellen eine 
schwächere, hauptsächlich interzelluläre Positivität für Kollagen, was mit der 
niedrigeren Genexpression in der RT-PCR konform geht (Abb. 12A). Die Siriusrot-
Färbung zur Darstellung des Kollagen I/III-Verhältnisses konnte unsere bisherigen 
Ergebnisse bestätigen und genauer differenzieren. So zeigte sich bei osteogen 
induzierten Nabelschnurstammzellen ein ausgeglichenes Verhältnis in der 
Kollagenperipherie, während perizellulär Kollagen I die eindeutig dominierende 
Faserstruktur darstellte (Abb. 13D). Die polarisationsmikroskopisch rot leuchtenden 
Kollagen I Fasern in der Siriusrot-Färbung waren an der gleichen Stelle lokalisiert und 
genauso radiär von den Zellen zum Kollagen hin ausgerichtet wie die fuchsinroten 
Fasern in der EvG-Färbung. Die präsentierten Daten ließen Rückschlüsse auf die Rolle 
des Kollagens zu. Zum einen diente es durch Interaktion mit den osteogenen 
Vorläuferzellen deren Reifung, zum anderen stellte es ein Syntheseprodukt der 
ausdifferenzierten Osteozyten dar (Mannello et al. 2006). Das synthetisierte Kollagen 
sprach insofern als Teilkomponente des Osteoids für die Umwandlung der Stromazellen 
aus der Whartonschen Sülze in reife, mineralisierte Matrix-produzierende Osteoblasten. 
Allerdings haben Tortelli et Cancedda (2009) zu bedenken gegeben, dass sich trotz des 
Nachweises osteogener Matrix bisher noch kein natives Knochengewebe, das mit den in 
vivo Verhältnissen vergleichbar wäre, ausgebildet hat.  
 
4.1.5 Kollagenkontraktion durch Zellmigration  
Im Rahmen der bereits beschriebenen Interaktion zwischen den mesenchymalen 
Stammzellen und Kollagen I kam es unter Kontroll- und osteogenen 
Stimulationsbedingungen zu einer mehrfach nachweisbaren Migration der Zellen in das 
Kollagengel, die für dessen Kontraktion mit verantwortlich war. Die Existenz 
elastischer Fasern, welche die Flächenreduktion des dreidimensionalen Kultursystems 
ebenfalls hätte erklären können, wurde durch EvG-Färbungen ausgeschlossen. Da 
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physiologischerweise Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), allen voran MMP-2, 
Initiatoren der Zellmigration darstellen, wurde eine Analyse dreier bedeutsamer MMPs, 
nämlich MMP-1, -2 und -13, mittels Immunhistochemie und Westernblot durchgeführt. 
In unstimulierten Monolayer-Kulturen konnte bereits bei beiden mesenchymalen 
Stammzellarten eine MMP-Synthese nachgewiesen werden, die am stärksten für MMP-
13 und am schwächsten für MMP-2 ausgeprägt war (Abb. 16C). Grundsätzlich war die 
durch die Stromazellen der Whartonschen Sülze synthetisierte Proteinmenge aller drei 
MMP-Typen größer als bei den Knochenmarkstammzellen, was sich durch die große 
physiologische Bedeutung der MMPs in der Nabelschnur erklären lässt. Der durch die 
MMPs induzierte Kollagenabbau stellt ein Gegengewicht zur Kollagenproduktion durch 
die Stromazellen dar und garantiert dadurch einen ausgeglichenen, konstanten 
Kollagenhaushalt in der Nabelschnur. Die Bedeutung der Kollagen-Homöostase wird 
bei einer pathologischen MMP-Aktivität ersichtlich. Sobolewski et al. (2001) erkannten 
die daraus resultierende perivaskuläre Kollagenakkumulation als Ursache für eine der 
häufigsten Schwangerschaftserkrankungen, der Präeklampsie. Unter Berücksichtigung 
dieser Erkenntnisse ist die stärkere Produktion von MMPs von Seiten der UC-hMSC 
verständlich. Bei den osteogen induzierten Stammzellen im dreidimensionalen Kultur-
system fiel eine Verschiebung der Expressionsrate zu Gunsten von MMP-1 und -2 auf, 
wobei die UC-hMSC immer noch eine höhere Syntheseleistung verglichen mit den BM-
hMSC vorzuweisen hatten. Diese Beobachtung ist sehr gut vereinbar mit der Bedeutung 
von MMP-2 für die Zellmigration (Cronwright et al. 2005). Die migratorischen 
Fähigkeiten der Stammzellen wurden erst durch Kultivierung auf Kollagen aktiviert, 
was die erhöhte Genexpression von MMP-2, deren Substrat u.a. Kollagen I, II, III und 
VII ist (Spinale et al. 2000), erklärt. Zellmigration findet im Gewebe in vivo 
beispielsweise im Rahmen vom Stammzellen „homing“ statt. Durch die Proteolyse und 
Aktivierung von Wachstumsfaktoren und Chemokinen unterstützen die MMPs die 
Stammzellen bei ihrer Wanderung durch den Körper zu ihren Wirkorten ebenso wie ihr 
Anwachsen im Gewebe nach Transplantationen (Manello et al 2006). Neben ihrer 
Aufgabe, die EZM abzubauen und so die Zellmigration zu ermöglichen, haben die 
MMPs auch Einfluss auf mehrere physiologische Prozesse der Zellentwicklung (Nelson 
et al. 2000). Durch die Proteolyse von Adhäsionsmolekülen, EZM-Proteinen und 
Transkriptionsfaktoren und ihrer daraus resultierenden Aktivierung können 
Zellproliferation und Apoptose (Manello et Gazzanelli 2001; Manello et al. 2005), aber 
auch morphogenetische und Differenzierungsprozesse reguliert werden (Vu et Werb 
2000). So wird den MMPs eine Rolle bei Knochenregeneration und -umbau durch die 
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Stammzellen zugeschrieben, die von Batouli und seinen Mitarbeitern dargestellt wurde 
(Batouli et al. 2003).  
Die Messung der maximalen Migrationsstrecke verdeutlichte ein ähnlich gutes 
migratorisches Potential beider Stammzelltypen, obwohl die Kollagengele mit 
Nabelschnurstammzellen besonders unter Kontroll-Kultivierungsbedingungen eine 
stärkere Kontraktion aufwiesen. Dies deutete darauf hin, dass zusätzlich zur 
Zellmigration andere Faktoren relevant für die Kollagenkontraktion waren. 
 
4.1.6 Kollagenkontraktion durch α-SMA positive Zellen  
Den wahrscheinlich ausschlaggebenderen Anteil an der Kollagengelkontraktion bildeten 
die kontraktilen Eigenschaften α-SMA-positiver Zellen, deren Präsenz bei den osteogen 
transformierten Kollagengelen sowohl mit Nabelschnur- als auch mit 
Knochenmarkstammzellen v.a. in den oberen Zellschichten und im Kollagen 
immunhistochemisch nachgewiesen werden konnte (Abb. 14I, J, L, M). α-SMA ist ein 
typischer Marker für die Identifizierung von Myofibroblasten, konnte jedoch in 
aktuelleren Arbeiten von Kinner et Spector (2002) auch bei Osteoblasten nachgewiesen 
werden. Vieles spricht dafür, dass es sich bei den Zellen in der vorliegenden Arbeit um 
α-SMA positive Osteoblasten und nicht um Myofibroblasten handelte. Auch die in das 
Kollagen migrierten Zellen waren teilweise Träger dieses Proteins und somit durch ihre 
daraus resultierenden kontraktilen Eigenschaften maßgeblich an der Kontraktion des 
Kollagengels beteiligt. Für die klinische Anwendung des dreidimensionalen Kollagen-
Stammzell-Hybrids im Rahmen zellbasierter Therapien sind diese Eigenschaften der 
osteogen transformierten mesenchymalen Stammzellen bedeutsam. So können sie durch 
die Annäherung von frakturierten Knochenenden zu dem Prozess der Knochenheilung 
beitragen (Kinner et al. 2002). 
 
4.1.7 Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen für die klinische Anwendbarkeit der 
Nabelschnurstammzellen 
In der vorliegenden Arbeit wurde das Differenzierungspotential, die Kolonisation des 
verwendeten Biomaterials sowie der Matrixumbau durch die mesenchymalen 
Stammzellen der Whartonschen Sülze unter osteogener Stimulation mit denen des 
Knochenmarks verglichen. Die Nabelschnurstammzellen können nach den erhobenen 
Daten als dem „Goldstandard“ äquivalente Stammzellquelle für osteogene 
Gewebeersatzstrategien angesehen werden. Der Erfolg der klassischen 
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unfallchirurgischen Methoden zur Behandlung knöcherner Defekte - hervorgerufen 
durch Frakturen, Infektionen, kongenitale Malformationen oder Tumore mittels Platten, 
intramedullärer Nägel oder Fixateur externe - ist von der Integrität der lokalen 
Osteoprogenitorzellen abhängig (Perry 1999). In den Fällen, in denen dies durch die 
Schwere des Traumas, Bestrahlung, hohes Lebensalter oder Osteoporose nicht 
garantiert werden kann, ist der Einsatz stammzellbasierter Therapien aussichtsreich 
(Waese et al. 2008). Da die mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks einige 
Nachteile wie z.B. invasiver Eingriff zur Stammzell-Gewinnung, begrenzte 
Verfügbarkeit und regressives Differenzierungspotential v.a. im Alter aufweisen (Rao et 
Matton 2001), ist es wichtig, alternative Stammzellquellen zu finden und für die 
Anwendung im Bereich des tissue engineering zu etablieren. Die 
Nabelschnurstammzellen scheinen eine mindestens gleichwertige Alternative zu den 
mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks darzustellen. Allerdings ist eine 
Zukunftsvision, in der prophylaktisch Nabelschnurstammzellen von jedem 
Neugeborenen isoliert werden, nicht zuletzt aufgrund der Kosten und des logistischen 
Aufwands kaum zu realisieren. Vorstellbar wäre aber beispielsweise eine schnelle 
Nutzung der UC-hMSC nach Isolation zur Behandlung angeborener knöcherner Defekte 
bei Säuglingen. In Folge ihrer geringen Größe stellen in dieser Patientengruppe die 
mesenchymalen Stromazellen aus der Nabelschnur ohnehin die einzige Quelle zur 
Gewinnung von Stammzellen dar (Eblenkamp et al. 2004).  
 
4.2 Epidermale Differenzierung 
Die Regenerationsfähigkeit der Haut nach Verletzungen oder chronischen Wunden ist 
leider limitiert. Um kutane Defekte zu therapieren, wurden daher in den letzten Jahren 
einige Methoden entwickelt, die den Heilungsverlauf zwar günstig beeinflussen 
konnten, letztendlich aber nicht zufriedenstellend waren. Deshalb steht heutzutage die 
Entwicklung innovativer Strategien auf Basis adulter Stammzellen im Vordergrund des 
wissenschaftlichen und medizinischen Interesses. Die bisher am besten untersuchte 
Quelle stellen die mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark dar, die bereits 
aussichtsreiche Ergebnisse für ihre Anwendung im therapeutischen Bereich lieferten. In 
der Vergangenheit konnten die BM-hMSC erfolgreich in Epithelien verschiedener 
Gewebe wie der Retina (Arnhold et al. 2006, 2007), der Niere (Morigi et al. 2004) und 
auch der Haut (Nakagawa et al. 2005) differenziert werden. Aber sie tragen nicht nur 
durch ihr Differenzierungspotential zu einer verbesserten Geweberegeneration bei, 
sondern auch durch Kollagensynthese (Fathke et al. 2004), Wundkontraktion, 
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Angiogenese (Wu Y et al. 2007a) und Erneuerung von Hautanhangsgebilden (Kataoka 
et al. 2003). Für die mesenchymalen Stammzellen aus der Whartonschen Sülze liegen 
bisher wenige Daten über die epidermale Differenzierbarkeit vor. Gesichert ist 
allerdings ihre Primitivität und engere verwandtschaftliche Nähe zu embryonalen 
Stammzellen aufgrund der Expression der Pluripotenzmarker Oct4 und Nanog, die den 
adulten BM-hMSC fehlt (Carlin et al. 2006). Dadurch wird den Nabelschnur-
stammzellen ein höheres Differenzierungspotential, auch über das mesodermale 
Keimblatt hinaus, zugeschrieben, das den Ersatz ektodermaler Gewebe ermöglichen 
könnte. Kamolz und seinen Mitarbeitern gelang die in vitro Differenzierung von 
Stammzellen aus Nabelschnurblut in drei- bis vierschichtig wachsende Epithelien 
(2006). Dai et al. konnten dieses Transformationspotential der Zellen in einem in vivo 
Modell bestätigen, bei dem die Zellen nach Wanderung zu der verletzten Hautstelle 
einen epithelialen Phänotyp präsentierten (2007).  
Während der frühen Embryogenese entstehen die mesenchymalen Zellen aus den 
Epithelzellen im Rahmen der durch Greenburg und Hay (Greenburg et Hay 1982; 1986; 
1988) erstmals beschriebenen „epithelial-mesenchymal transition“ (EMT). Dieser 
zellulär programmierte Prozess des EMT erlaubt den polarisierten und durch zahlreiche 
Zellkontakte wie Desmosomen, adhaerens, tight und gap junctions verbundenen, 
immobilen Epithelzellen, die Form beweglicher mesenchymaler Zellen ohne 
Zellkontakte und Polarität anzunehmen (Yang et Weinberg 2008). Der beschriebene 
Entwicklungsgang ist jedoch nicht unidirektional, sondern reversibel, wie Davies (1996) 
am Beispiel mesenchymaler Zellen der Niere beschrieb, die nach Laminin-Expression 
sowie Ausbildung interzellulärer Kontakte und einer Zellpolarität zu Tubulusepithelien 
ausreiften und dadurch den Vorgang der „mesenchymal-to-epithelial transition“ (MET) 
durchliefen. Aus der Umkehrbarkeit der zellulären Prozesse lässt sich auf die große 
Plastizität der embryonalen und adulten mesenchymalen Stammzellen schließen.  
Auf den Erkenntnissen der beschriebenen ontogenetischen Entwicklungsprozesse und 
auf den bisherigen vielversprechenden Forschungsergebnissen der UC-hMSC und BM-
hMSC beruht der - in dieser Art und Weise noch nicht publizierte - Versuch der 
vorliegenden Arbeit, mesenchymale Nabelschnurstammzellen in einem drei-
dimensionalen Kultursystem, das die in vivo Verhältnisse der Haut imitiert, in 
Hautepithelien zu differenzieren. So nutzte dieses Modell, das für die Proliferation von 
Keratinozyten etabliert (Stark et al. 2004) und bereits für die epidermale 
Differenzierung von Knochenmarkstammzellen eingesetzt wurde (Schneider et al. 
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2008), den Stimulus des Luftkontakts, der Interaktion mit Fibroblasten und der 
Wachstumsfaktoren aus dem Kulturmedium.  
 
4.2.1 Multipotenz der UC-hMSC auf dermalen Äquivalenten unter Kultivierungs-
bedingungen der Haut  
Ebenso wie die mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark waren diejenigen 
aus der Nabelschnur auf den dermalen Äquivalenten aus Kollagen I und III, 
angereichert mit Fibroblasten, unter Luftkontakt überlebensfähig und behielten sogar 
ihre multipotenten Eigenschaften. Sie konnten in Osteoblasten und Adipozyten 
differenziert werden, wobei ihr adipogenes Differenzierungspotential - wie auch unter 
zweidimensionalen Kultivierungsbedingungen - schwächer ausgeprägt war verglichen 
mit dem der BM-hMSC (Abb. 17E, F). 
 
4.2.2 Kultivierung mesenchymaler Nabelschnurstammzellen unter organtypischen 
Bedingungen der Haut  
Nach 21-tägiger epidermaler Induktion durch entsprechendes Medium behielten die 
mesenchymalen Stammzellen ihre Proliferationsaktivität bei und wuchsen in der dritten 
Ebene. Sie konnten sich also aufgrund ihrer außerordentlichen Flexibilität an die 
veränderten Kulturbedingungen adaptieren. Morphologisch zeigten die perinatalen 
Stammzellen unter diesen Bedingungen jedoch nicht das typische Bild einer 
epidermalen Stratifizierung in Stratum basale, spinosum, granulosum, lucidum und 
corneum. An Stelle eines organisierten, mehrschichtigen Verbandes polarisierter Zellen, 
der durch enge Zell-Zell-Kontakte und Desmosomen charakterisiert ist, wuchsen die 
UC-hMSC ungeordnet und ohne direkte Zellverbindungen in einer extrazellulären 
Matrix eingebettet. Trotz epidermaler Stimulation behielten sie ihre klassische 
spindelförmige Zellmorphologie bei, ohne dass die Entwicklung einer Zellpolarität oder 
-spezialisierung erkennbar gewesen wäre. Außerdem verfügten sie weiterhin über ihr 
migratorisches Potential als mesenchymale Zellen, das sie im Falle einer erfolgreichen 
Transformation in Epithelzellen hätten verlieren müssen. Daraus kann auf eine 
unzureichende „mesenchymal-to-epithelial transition“ geschlossen werden.  
Aus diesem Grund wurden die Kultivierungsbedingungen durch epigenetische 
Behandlung der Zellen mit 5-Azacytidin und all-trans-Retinsäure modifiziert. Das 
Nukleotidanalogon 5-Azacytidin sollte durch die Demethylierung bestimmter DNA-
Abschnitte die Transkription von solchen Genen aktivieren, die der Initiierung einer 
epidermalen Differenzierung dienen. Die mesenchymalen Stammzellen überlebten die 
_____________________________________________________________Diskussion 
 
101 
24-stündige Vorbehandlung mit dem Agens und hielten ihre Proliferationskapazität auf 
den dermalen Äquivalenten aufrecht. Bei der histologischen Aufarbeitung der 
Gewebeprobe konnte jedoch kein epidermisartiges Wachstum festgestellt werden. 
Kopan et al. (1987) stellten die Bedeutung der Retinoide für die Keratin-Expression 
epidermaler Zellen heraus und suggerierten ihren großen Einfluss auf die Stratifizierung 
von Epithelien. Retinsäure bindet an die nukleären Retinsäurerezeptoren und fungiert 
dadurch als Transkriptionsfaktor epidermaler Gene. Aufgrund dieser Eigenschaften 
wurde all-trans-Retinsäure während des 21-tägigen Kultivierungszeitraums dem 
Medium hinzugefügt, um die Proliferation und epidermale Differenzierung der 
perinatalen Stammzellen zu regulieren. Auch diese Modifikation wurde von den Zellen 
überlebt. Auffallend war - entsprechend einer das Zellwachstum stimulierenden 
Wirkungsweise der Retinoide - ein hyperzelluläres Erscheinungsbild, jedoch ohne 
Ähnlichkeit zu einer epidermisartigen Schichtung.  
 
4.2.3 Expression epithelialer Marker durch UC-hMSC 
Obwohl sie keinen epithelialen Phänotyp annahmen und keine epidermisartige 
Schichtung aufwiesen, exprimierte überraschenderweise ein Drittel der UC-hMSC nach 
21-tägiger epidermaler Induktion den epithelialen Marker Zytokeratin. Um den Einfluss 
der dreidimensionalen Kultivierung unter organtypischen Bedingungen der Haut auf die 
CK-Expression zu evaluieren, wurde die entsprechende Expressionsrate der perinatalen 
Stammzellen in unstimulierten Monolayer-Kulturen mittels FACS-Analyse untersucht. 
Lediglich 9,2 % der Zellen waren CK positiv, während die Knochenmarkstammzellen 
im Vergleich dazu diesen Marker überhaupt nicht exprimierten. Das Ergebnis der 
FACS-Untersuchung spiegelte die in vivo Verhältnisse der Nabelschnur wider, denn 
auch bei den perivaskulären Zellen gelang der Nachweis des epithelialen Markers 
(Karahuseyinoglu et al. 2007). Die intervaskulären Zellen der Whartonschen Sülze, die 
den größten Anteil der isolierten Stammzellen ausmachen, sind allerdings CK negativ. 
Die Steigerung der Zytokeratinfilament-Synthese bei den epidermal induzierten Zellen 
im Vergleich zu den unstimulierten Zellen in Monolayer-Kulturen verdeutlichte 
eindrucksvoll den positiven Einfluss des in vitro Kultivierungssystems auf die 
Ausprägung des zellulären Phänotyps. Unterstrichen wird die aufgestellte Hypothese 
dadurch, dass die mesenchymalen Stammzellen der Whartonschen Sülze unter 
dreidimensionalen osteogenen Kultivierungsbedingungen im Rahmen der erfolgreichen 
Differenzierung in Osteoblasten ihre partielle CK-Positivität vollständig verloren haben 
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und als mesodermale Zellen ausschließlich den mesenchymalen Marker Vimentin 
exprimierten.  
Allerdings ist zu betonen, dass Vimentin nicht nur im zwei-, sondern unter epidermaler 
Induktion auch im dreidimensionalen Kultursystem von nahezu allen Zellen exprimiert 
wurde, was gegen eine stattgefundene „mesenchymal-to-epithelial transition“ sprach. 
Wie bereits histologisch zu erkennen war, konnte dieser Transformationsprozess auch 
nicht durch die modifizierenden Agenzien 5-Azacytidin und all-trans-Retinsäure 
eingeleitet werden, was sich immunhistochemisch bestätigen ließ. Unter 5-Azacytidin-
Behandlung reduzierte sich der Anteil CK-positiver Zellen sogar auf einen Wert 
unterhalb desjenigen der unstimulierten Zellen in Monolayer-Kultur. Diese Entwicklung 
ist Ausdruck der mesodermalen Differenzierung, die das Demethylierungsagens fördert 
und die bereits von Wakitani et al. (1995) und Fukuda (2003) unabhängig voneinander 
beschrieben wurde. Ebenso brachte der Einsatz von all-trans-Retinsäure keine 
bedeutsamen Vorteile gegenüber einer alleinigen Behandlung mit dem 
Keratinozytenkulturmedium. Der Anteil CK-exprimierender Zellen blieb nahezu 
konstant, während die Vimentin-Expression weiterhin stark ausgeprägt war. Eine 
mögliche Ursache für den ausbleibenden Effekt der Retinoide könnten die Fibroblasten 
innerhalb der kollagenen Matrix bilden. So erforschten Sanquer und seine Mitarbeiter 
(1990) den inhibierenden Einfluss der Retinsäure auf epidermales Wachstum bei 
Anwesenheit von Fibroblasten.  
 
4.2.4 Expression epithelialer Marker unter Kultivierungsbedingungen der Haut 
Trotz der vielversprechenden Adaptation der Nabelschnurstammzellen an die 
epidermalen Differenzierungsbedingungen in Form einer gesteigerten CK-Expression 
konnten weder das morphologische Bild, noch die fehlende Expression typischer 
epidermaler Marker eine vollständige Differenzierung der UC-hMSC in Keratinozyten 
bestätigen. Sowohl der Proliferationsmarker Ki 67, der die Existenz einer 
teilungsaktiven basalen Zellschicht belegen könnte, als auch das Adhäsionsprotein E-
Cadherin und die Zytokeratine CK 5 und 6 waren negativ. Auch p63, Regulator der 
epithelialen Stratifizierung und Zelladhäsion, konnte nicht nachgewiesen werden.  
Ein Grund für die unzureichende Differenzierung der perinatalen Stammzellen in 
Keratinozyten könnte in dem verwendeten dreidimensionalen Kultivierungssystem 
liegen, das die in vivo Verhältnisse der Haut zwar modellhaft nachahmen, das dort 
bestehende Mikromilieu aber nicht genau imitieren konnte. Ein Blutgefäßsystem, der 
Einfluss sezernierter gewebespezifischer Wachstumsfaktoren sowie der direkte 
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Zellkontakt mit reifen Keratinozyten oder anderen Zellarten der Haut fehlten. Diese 
Faktoren stellen unter Umständen stärkere Differenzierungsstimuli für die 
mesenchymalen Stammzellen dar. Das zelluläre Programm der epithelialen 
Transformation aus Mesenchymzellen sowie des umgekehrten Prozesses stellt einen 
komplizierten molekularen Vorgang dar. Ein komplexes Zusammenspiel der TGF-ß-, 
Wnt- sowie Notch-Signalkaskade mit Tyrosinkinaserezeptoren und Transkriptions-
faktoren ist für die Initiierung und Regulation der EMT und MET notwendig (Yang et 
Weinberg 2008). Allerdings konnten durch Verzicht auf diese Einflüsse in dem 
vorliegenden Modell Fusionsphänomene ausgeschlossen werden, welche die eindeutige 
Beantwortung der Frage nach einer möglichen Transdifferenzierung verhindern würden. 
Mehrere tierexperimentelle Studien konnten bereits eine keimblattüberschreitende 
Transdifferenzierung von BM-hMSC in Keratinozyten nachweisen, größtenteils jedoch 
ohne Artefakte durch Fusion von Stammzellen mit differenzierten Keratinozyten 
auszuschließen. Kataoka et al. (2003) gelang die Differenzierung von 
Knochenmarkstammzellen von Mäusen in die verschiedenen Hautzellarten wie 
Keratinozyten, Drüsenzellen, Follikelepithelzellen und dendritische Zellen. Ebenso 
konnten Wu Y et al. (2007a) zeigen, dass in und um eine Wunde herum injizierte BM-
hMSC das keratinozytenspezifische Protein Keratin exprimieren und drüsenartige 
Strukturen ausbilden. Die Ergebnisse dieser und ähnlicher Studien ließen eine 
Beteiligung der mesenchymalen Stammzellen an dem Prozess der Wundheilung 
vermuten. Diese Vermutung war Gegenstand aktuellerer in vivo 
Transplantationsstudien von Badiavas et al. (2003), Fu X et al. (2006) und Sasaki et al. 
(2008). Alle drei Autoren stimmen darin überein, dass Stammzellen des Knochenmarks 
durch ihr Differenzierungspotential den Wundheilungsprozess beschleunigen können. 
Fu und seine Kollegen arbeiteten heraus, dass die Transplantation von BM-hMSC eine 
vollständig intakte Haut generiert. Allerdings gehörten nur maximal 1,49 % der 
implantierten Zellen einem epidermalen Phänotyp an. Aus dieser und vergleichbaren in 
vivo Studien zogen Phinney und Prockop (2007) das Fazit, dass adulte Stammzellen nur 
eine niedrige Einheilungs- und Transdifferenzierungsrate aufweisen und dadurch keinen 
bedeutenden Beitrag an der Regeneration von Geweben leisten. Zumindest scheinen 
neben ihrem möglichen Differenzierungspotential in Keratinozyten auch andere 
Faktoren der mesenchymalen Stammzellen bei ihrer Beteiligung an Wundheilungs-
prozessen eine Rolle zu spielen.  
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4.2.5 Analyse der extrazellulären Matrix  
An Stelle eines stratifizierten Wachstums mit engen Zell-Zell-Kontakten imponierten 
die epidermal induzierten Nabelschnurstammzellen durch eine verstärkte 
Matrixsynthese, welche die Ausbildung direkter Zellverbindungen weitgehend 
verhinderte. Teilweise nahm die EZM die Form großer, rundlicher Aggregate an, die 
mit immunhistochemischen Methoden genauer untersucht wurden und sich als 
hauptsächlich Kollagen IV- und nur schwach Laminin-positiv präsentierten. Die 
interzelluläre Matrix stellte sich in Routine-Färbungen als deutlich PAS-positiv dar, was 
auf die Anwesenheit von Glykogen, Glykolipiden bzw. -proteinen hinwies. Die 
genannten Substanzen sind alle Bestandteile von Kollagenfasern und Basalmembranen.  
Das sekretorische Potential der perinatalen Stammzellen könnte laut Phinney und 
Prockop (2007) durch die Beeinflussung des Mikromilieus innerhalb des Gewebes eine 
wichtigere Rolle für die Wundheilung spielen als die mögliche Transdifferenzierung. 
Vermutet wird eine Wirkung der sezernierten Faktoren auf die Proliferation und 
Differenzierung ortsständiger Vorläuferzellen, Reduktion der Apoptose, die Induktion 
der Angiogenese sowie ferner auf die Supprimierung von Entzündungs- und 
Immunreaktionen. Gestützt wird diese Theorie durch eine Studie von Iso et al. (2007), 
in der systemisch injizierte mesenchymale Stammzellen ohne nachweisbare Einheilung 
oder kardiale Differenzierung die kardiale Funktion nach Herzinfarkt verbesserten. 
Ausschlaggebend war stattdessen die Sekretion mehrerer Faktoren, die den Zelltod von 
Kardiomyozyten und Endothelzellen verhinderten. Ein weiteres Beispiel wurde ein Jahr 
zuvor von Kunter et al. (2006) publiziert, die eine beschleunigte Erholung der 
Glomeruli nach Glomerulonephritis auf die parakrine Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren durch MSC zurückführten und nicht auf eine Differenzierung in 
Tubulusepithel. Die nachgewiesene Sekretion von Kollagen IV und Laminin sowie von 
Glykolipiden und -proteinen könnte einen Teil der bioaktiven Substanzen darstellen, die 
den Wundheilungsprozess u.a. durch die Formation neuer Gefäße und des 
Granulationsgewebes beschleunigt (Wu Y et al. 2007a).  
 
4.2.6 Differenzierung der Nabelschnurstammzellen unter organtypischen 
Kultivierungsbedingungen der Haut in Myofibroblasten 
Neben dem oben bereits beschriebenen positiven Einfluss der perinatalen Stammzellen 
auf die Wundheilung durch ihr Sekretionsverhalten, stellt auch die beobachtete 
Kontraktion der dermalen Äquivalente einen möglichen therapeutischen Nutzen dar. 
Die immunhistochemische Untersuchung der unter epidermalen Differenzierungs-
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bedingungen kultivierten Stammzellen auf α-SMA hin, bestätigte unseren Verdacht auf 
die Gegenwart von Myofibroblasten im Kollagen. Denn die unter den gleichen äußeren 
Stimuli gewachsenen BM-hMSC versagten ebenfalls in der epidermalen 
Differenzierung und nahmen stattdessen einen myofibroblastenartigen Phänotyp an 
(Schneider et al. 2008). Auch in der ultrastrukturellen Analyse mittels TEM erfüllten 
die Zellen alle strukturellen Kriterien zur Definition von Myofibroblasten, nämlich ein 
gut ausgebildetes rER, zahlreiche Mitochondrien sowie intrazelluläre 
Mikrofilamentbündel. Vor diesem Hintergrund erscheint auch die erhöhte CK-
Expression der Zellen ohne gleichzeitige epidermale Transformation plausibel, denn 
neben epithelialen Zellen synthetisieren auch Myofibroblasten die Zytokeratinfilamente 
8, 17 und 19, die durch den PAN-CK-Antikörper erkannt werden (Bozhok et al. 1989). 
Zurückzuführen ist dieses Expressionsverhalten der Myofibroblasten auf die aus 
früheren Studien bekannte Tatsache, dass während der Entwicklung einige CK-
Isoformen in Myozyten exprimiert werden (Nanaev et al. 1997).  
Erklärlich wird die Neigung der Nabelschnurstammzellen in Myofibroblasten zu 
differenzieren dadurch, dass sie in vivo von Natur aus einen myofibroblastenartigen 
Charakter aufweisen, um durch Nabelschnurkontraktionen während der 
Schwangerschaft in reife Myofibroblasten aktiviert zu werden und so wichtige 
Aufgaben zu erfüllen. Die drei bedeutsamsten Funktionen der Myofibroblasten bestehen 
laut Takechi et al. (1993): 
1. in der Synthese von Kollagenfasern und Glykosaminoglykanen, welche für die 
Elastizität der Nabelschnur verantwortlich sind, die den Schutz der fetalen 
Gefäße vor Kompression durch fetale Bewegungen oder Uteruskontraktionen 
garantiert, 
2. in der Umkleidung der fetalen Gefäße im Sinne einer Adventitia und  
3. in der Regulation des fetalen Blutflusses durch ihre kontraktilen Eigenschaften. 
Visualisiert werden die genannten Aspekte durch das Überwiegen stark α-SMA-
positiver Zellen im peri- verglichen mit dem intervaskulären Raum der Nabelschnur 
(Karahuseyinoglu et al. 2007). Die Expression des myofibroblasten-typischen Markers 
α-SMA behalten die unstimulierten Nabelschnurstammzellen unter zweidimensionalen 
Wachstumsbedingungen bei, wie die FACS-Analyse belegte (Abb. 18E). Aber auch 
unter Kultivierungsbedingungen der Haut verloren sie ihren zellulären Phänotyp und die 
damit verbunden Eigenschaften nicht. Ein Grund dafür kann sein, dass die 
perivaskulären Zellen bereits in der Nabelschnur über einen hoch differenzierten 
myofibroblastären Status verfügen und daher den epidermalen 
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Differenzierungsversuchen nicht zugänglich sind. Karahuseyinoglu et al. (2007) 
postulierten, dass lediglich die intervaskulären Zellen der Whartonschen Sülze ihren nur 
schwach ausgeprägten myofibroblastenartigen Charakter während der in vitro 
Kultivierung verlieren und dadurch ein größeres Differenzierungspotential gewinnen 
können.  
Das kontraktile Potential der Myofibroblasten wurde durch ihre migratorische Aktivität, 
die zu einer Besiedlung des Kollagengels auch in tieferen Schichten führte, gesteigert. 
In elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich das morphologische Korrelat 
der Migration in Form spitz zulaufender Zellausläufer. Unter den modifizierten 
Kultivierungsbedingungen konnte weder durch 5-Azacytidin, noch durch all-trans-
Retinsäure eine Zunahme der Kontraktion des dermalen Äquivalents verzeichnet 
werden. Eine weitere Aufgabe der Myofibroblasten besteht in der Synthese von 
Komponenten der EZM wie Proteoglykanen, Kollagen IV und Laminin, was zu einem 
ausgeprägten Umbau der Matrix führte.  
Es lässt sich also grundsätzlich festhalten, dass die epidermal induzierten UC-hMSC der 
vorliegenden Studie außer den morphologischen Charakteristika alle Merkmale 
funktioneller Myofibroblasten während der Wundheilung - wie Matrix-Produktion und 
Kollagenkontraktion - aufwiesen. 
Nicht nur in vitro, sondern auch in vivo wurde in der näheren Umgebung einer Wunde 
die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen in Myofibroblasten induziert. Bei 
dem von Yamaguchi et al. (2005) beschriebenen Versuch wurden zwar Knochenmark-
stammzellen verwendet, aber die gewonnenen Erkenntnisse lassen sich vermutlich auf 
die Stammzellen der Whartonschen Sülze übertragen. Seine und unsere Ergebnisse 
widersprechen der weit verbreiteten Meinung, dass mesenchymale Stammzellen in der 
Lage sind, in funktionelle Gewebe (trans)differenzieren zu können. Das beschriebene 
hohe Differenzierungspotential basiert vielmehr auf Fusionsvorgängen zwischen den 
Stammzellen und kokultivierten ausdifferenzierten Zellen, wobei die vermeintlich 
differenzierten Zellen lediglich den Phänotyp der reifen Zellen annehmen (Terada et al. 
2002).  
Obwohl die Nabelschnurstammzellen nicht fähig sind, durch die Bildung einer 
Epidermis zu einer Gewebereparatur beizutragen, nimmt ihre Differenzierung zu 
Myofibroblasten eine entscheidende Stellung in der Wundheilung ein. Die Zellen 
wurden erstmals vor fast 40 Jahren von Gabbiani et al. (1971) in Granulationsgewebe 
beschrieben. Sie sind u.a. an der Produktion extrazellulärer Matrix, der Sekretion von 
Zytokinen, der Angiogenese und dem Wundverschluss beteiligt (Wu Y et al. 2007b). 
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Letzterer ist auf die kontraktilen Eigenschaften der α-SMA-exprimierenden Zellen 
zurückzuführen. Allerdings gibt es Hinweise dafür, dass Myofibroblasten auch in 
pathologischen Vorgängen, wie beispielsweise der Progression einer renalen Fibrose 
involviert sind (Gabbiani 2003). Aber auch für dermatologische Pathologien im Sinne 
einer hypertrophen Narbe oder Keloidbildung werden sie verantwortlich gemacht 
(Gabbiani 2003; Yang et al. 2005). 
Physiologischerweise gehen die Myofibroblasten nach erfolgreicher Wundheilung 
durch Apoptose zugrunde (Desmoulière et al. 1995). Erfolgt dies nicht, d.h. persistiert 
die (Synthese-) Aktivität der Myofibroblasten über die Phase der erfolgten 
Gewebereparatur hinaus, kommt es zu einer Störung der Homöostase. Abgesehen von 
einer daraus folgenden überschießenden Narbenbildung, werden die Zellen ebenso für 
die Entwicklung der Sklerodermie und des M. Dupuytren, beides fibrosierende 
Erkrankungen des Bindegewebes, mitverantwortlich gemacht (Schurch et al. 2006).  
Des Weiteren stehen die Myofibroblasten im Verdacht, das Fortschreiten eines 
Karzinoms zu fördern. Sie sind an der tumorbegleitenden Stromareaktion beteiligt und 
interagieren mit den Epithelzellen und anderen Bindegewebszellen durch die Synthese 
von EZM-Komponenten, proteolytischen Enzymen, wie beispielsweise MMPs und 
diversen Wachstumsfaktoren, die eine Tumorinvasion und Metastasierung begünstigen 
und zum Größenwachstum eines Karzinoms aktiv beitragen können (De Wever et 
Mareel 2003; Desmoulière et al. 2004). 
In der vorliegenden Studie zeigten die Myofibroblasten jedoch keine Anzeichen für eine 
überschießende Aktivität. In einer Analyse der Proliferationsrate mittels Antikörper 
gegen Ki 67 am Ende des 21-tägigen Kultivierungszeitraums und maximaler 
Kollagenkontraktion waren weniger als 3 % der Zellen positiv, was gegen eine maligne 
Transformation und für einen adäquaten Aktivierungsgrad spricht. 
 
4.2.7 Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen für die klinische Anwendbarkeit der 
Nabelschnurstammzellen  
Trotz zahlreicher ermutigender in vivo Studien, welche die hohe Plastizität 
mesenchymaler Stammzellen propagieren, konnte in der vorliegenden Arbeit keine 
keimblattüberschreitende Differenzierung von Nabelschnurstammzellen induziert 
werden. Dass ihnen in Form funktioneller Myofibroblasten durch Matrixsynthese und 
Kollagenkontraktion dennoch eine Schlüsselrolle im Rahmen von Wundheilungs-
prozessen zukommt, konnten wir eindeutig demonstrieren. Es wurden sogar schon erste 
Erfolge in der Stammzell-Behandlung von Patienten mit chronischen Hautulzera bei 
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pAVK, Veneninsuffizienz oder Vaskulitis beschrieben. Bei Standardtherapie resistenten 
Patienten mit chronischen Wunden konnte durch die Applikation von mesenchymalen 
Stammzellen aus dem Knochenmark ein Wundverschluss erzielt werden (Badiavas et 
Falanga 2003).  
Der Einsatz perinataler Stammzellen ist ebenfalls im Rahmen hereditärer Dermatosen 
wie Epidermolysis bullosa junctionalis und dystrophica vorstellbar, die durch einen 
Defekt der Strukturproteine Laminin bzw. Kollagen VII hervorgerufen werden. 
Aktuelle Therapieversuche beruhen auf der Injektion von Fibroblasten (Mavilio et al. 
2006; Ortiz-Urda et al. 2003). Aufgrund ihrer Sekretion von extrazellulären 
Matrixkomponenten wie z.B. Laminin und Kollagen stellen die UC-hMSC hier eine 
denkbare Therapiealternative dar. 
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5. Zusammenfassung     
Die vorliegende Arbeit verglich das Differenzierungs- und Migrationspotential sowie 
das funktionelle Verhalten von mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks und 
der Nabelschnur auf dreidimensionalen Kollagengelen unter osteogenen 
Induktionsstimuli. Aus den in vitro Eigenschaften der Stammzell-Biomaterial-Hybride 
konnten Rückschlüsse auf die in vivo Integration der beiden Stammzellarten im 
menschlichen Gewebe gezogen werden. Sowohl die perinatalen als auch die adulten 
Stammzellen des Knochenmarks wiesen alle Merkmale reifer Osteoblasten auf, wie 
histologisch, immunhistochemisch, elektronenmikroskopisch und molekularbiologisch 
via RT-PCR nachgewiesen werden konnte. Allerdings zeigten die BM-hMSC unter 
zweidimensionalen Differenzierungsbedingungen eine ausgeprägtere osteogene 
Umwandlung, während die UC-hMSC unter Kontakt mit der kollagenen Matrix 
bezüglich der extrazellulären Mineralisation und Synthese extrazellulärer Matrix 
überlegen waren. Des Weiteren verfügten die Nabelschnurstammzellen ebenso wie die 
Knochenmarkstammzellen über die wesentlichen Funktionen, um - vergleichbar mit den 
in vivo Osteoblasten - durch ihre MMP-vermittelte Migration und der damit 
einhergehenden Kolonisation der Kollagengele und durch ihr großes kontraktiles 
Potential die Knochenbruchheilung zu fördern. Insofern wird den mesenchymalen 
Stammzellen der Nabelschnur in Zukunft eine größere Rolle im Bereich der 
Knochenrekonstruktion zukommen.  
Um langfristig ihren Einsatz nicht nur im Bereich mesodermaler, sondern auch 
ektodermaler Gewebe zu realisieren, versuchten wir in einem zweiten Schritt eine 
keimblattüberschreitende Differenzierung der UC-hMSC zu induzieren, indem wir die 
mesenchymalen Stammzellen unter Luftkontakt auf dermalen Äquivalenten aus 
Kollagen I/III-Gelen mit Fibroblasten epidermalen Differenzierungsstimuli aussetzten. 
Nach ihrer Isolation exprimierten nahezu 10 % der Stammzellen den epithelialen 
Marker Pan-Zytokeratin, während dieser Anteil nach 21 Tagen unter dreidimensionalen 
Kultivierungsbedingungen der Haut auf über 30 % anstieg, nach osteogener Stimulation 
jedoch keine Expression mehr nachweisbar war, was den Einfluss der 
Kultivierungsbedingungen unterstrich. Aber neben der gleichzeitigen Koexpression des 
mesenchymalen Markers Vimentin widerlegten auch die fehlende epitheliale 
Stratifizierung und Expression weiterer epitheltypischer Marker eine vollständige 
epidermale Differenzierung der Nabelschnurstammzellen. Die Pan-Zytokeratin-
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Expression kann auf deren Umwandlung in Myofibroblasten zurückgeführt werden, was 
sich anhand ihrer α-SMA-Positivität und typischen elektronen-mikroskopischen 
Morphologie, der Synthese extrazellulärer Matrix sowie ihres charakteristischen 
funktionellen Verhaltens im Sinne einer Kollagenkontraktion belegen ließ. Unter 
Kultivierungsmodifizierung mit 5-Azacytidin und all-trans-Retinsäure ließen sich keine 
signifikanten Veränderungen hinsichtlich der Differenzierung in Zellen der Epidermis 
bzw. Myofibroblasten nachweisen. Trotzdem werden die mesenchymalen 
Nabelschnurstammzellen durch ihre Differenzierung in Myofibroblasten sowie durch 
ihre große Syntheseleistung zukünftig eine wichtige Stellung im Bereich der 
Wundheilung und Behandlung hereditärer Dermatosen innehaben. 
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